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RESUMEN

La poblacion infantil mexicana representa una poblacion poco investigada caracterizada
por presentar una dieta con alto contenido de almidon y alta prevalencia de obesidad. En
2015, se evidencid por primera vez en México la asociacion entre el bajo nimero de
copias (NC) del gen de amilasa salival (AMY1A) y el riesgo de obesidad infantil. Con base
a esta evidencia se plante6 investigar la asociacion del NC de los genes AMY1A y AMY2A
y la actividad enzimatica de amilasa salival (AMY 1) y pancreédtica (AMY2) en nifios con
obesidad infantil. Se recopilaron datos antropométricos y de ingesta de almidon. E1 NC
de AMY1A y AMY2A se determin6 por PCR digital en gotas y la actividad enzimatica de
AMY1 y AMY2 por método enzimatico colorimétrico. Mediante un Meta-Analisis de
datos individualizado se incluyeron 3,100 nifios, donde se confirmd la asociacion entre el
NC de AMY1A y el riesgo de obesidad infantil en México. También, se observd una
asociacion positiva entre el NC de AMY1A y AMY2A y la correspondiente actividad
enzimatica de AMY1 y AMY2 en nifios con peso normal y con obesidad. La actividad
enzimatica de AMY 1y AMY2 se asocid negativamente con el riesgo de obesidad infantil,
y la asociacion se limitd a los nifios que consumian una cantidad media/alta de almidén
(Pinteraccion=0.004). Nuestros resultados sugieren que el aumento del NC de AMY1A y
AMY2A se asocia con el incremento de la actividad de AMY1 y AMY2 y con menor
riesgo de obesidad infantil. Ademas, los nifios con medio y alto consumo de almidon y
baja actividad enzimatica de AMY1 y AMY2, presentan mayor riesgo de obesidad, en
comparacion con los nifios con media y alta actividad enzimatica. Nuestro estudio

evidencia por primera vez que la interaccion entre factores genéticos (NC), actividad



enzimatica y estilo de vida (ingesta de almidon) puede contribuir al desarrollo de obesidad

infantil en México.

ANTECEDENTES

Generalidades de la obesidad

Definicion y prevalencia

La obesidad es una enfermedad cronica multifactorial caracterizada por una
cantidad excesiva de grasa corporal como consecuencia de la interaccion entre un estilo
de vida sedentario, una mayor ingesta de energia y la predisposicion genética.
Actualmente es un problema global de salud y en las ultimas cuatro décadas su
prevalencia se ha triplicado en todo el mundo, de acuerdo con la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), al 2016 se estimaron mas de 1,900 millones de adultos con sobrepeso
y obesidad (www.who.int/). En tanto que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en nifios
de edad escolar, que oscilaba en menos del 1% en 1975 tuvo un incremento de 6—8% en
2016 y se espera que alcance el 9.1% en el presente afio (2020)"2. La obesidad est4
aumentando en todas las regiones del mundo y hasta el momento ningun pais, con alto,
medio o bajo desarrollo, ha tenido éxito en disminuir su prevalencia. Como ejemplo, al
2019 México ocupaba el primero y segundo lugar mundial de obesidad infantil y en
adultos, respectivamente (www.unicef.org/mexico/). En 2016, la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion (ENSANUT) de México inform6 una prevalencia de obesidad de
17.5%, 14.6% y 36.1% en ninos de 5 a 11 afos, adolescentes de 12 a 19 afos, y adultos,

respectivamente’. Estas prevalencias resultan alarmantes debido a que la obesidad infantil



se ha descrito como principal predictor de obesidad y complicaciones metabolicas en el

adulto®.

Diagnostico

El diagnodstico de sobrepeso y obesidad se realiza empleando datos
antropométricos basados en la medicion de la talla y el peso corporal para calcular el
indice de masa corporal (IMC) que se obtiene de dividir el peso corporal en kilogramos,
entre la talla al cuadrado en metros. Aunque el IMC no distingue el sobrepeso asociado
al exceso de grasa corporal, ésta es la herramienta cominmente utilizada para determinar

sobrepeso y obesidad en la practica clinica e investigacion’.

La clasificacion internacional de peso corporal para adultos se describe en la Tabla
1. En nifios de entre 2 y 19 afios, la clasificacion de peso corporal varia entre la edad y
sexos, por lo que su clasificacion se apega a estandares de referencia de acuerdo con el
IMC percentil (IMCp) para edad y sexo. Los sistemas internacionales de diagnostico para
sobrepeso/obesidad generalmente usados son los de la OMS y los del Centro para el
Control y la Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos (CDC, por sus siglas en
inglés). La clasificacion de peso corporal para nifios de entre 2 y 19 afios de estas dos
Organizaciones se describe en la Tabla 1. Los criterios del CDC fueron desarrollados
empleando cinco encuestas representativas en Estados Unidos (1963-1994)%. El sistema
de referencia de la OMS esta basado en un estudio multicéntrico realizado en seis paises
(Brasil, Ghana, India, Oman, Noruega, Estados Unidos), incluyendo a nifios criados en

condiciones Optimas, amamantados exclusiva o preferentemente entre 4 y 12 meses y



alimentados con dietas complementarias de alta calidad, inmunizados y con atencion
médica regular’. Con estos criterios de seleccion de muestra, es probable que las
diferencias en los tipos de alimentacidén de las poblaciones de referencia contribuyan a
que el punto de corte para el diagnostico de obesidad propuesto por la OMS (IMCp >97),
sea menos estricto que el propuesto por el CDC (IMCp >95)8. En este sentido, algunos
estudios han reportado que el diagnostico de obesidad por el CDC presenta mayor
sensibilidad’, y debido a que la presencia de obesidad durante la infancia con mayor riesgo
de desarrollar obesidad y complicaciones metabolicas en la vida adulta, el criterio del

CDC ha sido ampliamente citado en la literatura®!!,

Tabla 1. Clasificacion de peso corporal en nifios y adultos de acuerdo al IMC.

] Nifos Adultos
Categoria de peso
CDCa® OMSat? OMS?2
Bajo <5.0 <3.0 <185

Normal | 5.0<85.0 | 3.0<85.0 | 18.5<25.0

Sobrepeso | 85.0 <95.0 [ 85.0<97.0 | 25.0 <30.0

Obesidad >95.0 >97.0 >30.0
Obesidad Clase I - - 30.0<35.0
Obesidad Clase II - - 35.0< 40.0
Obesidad Clase I1I - - >40

a, IMC percentil.



Patofisiologia de la obesidad

La obesidad en la nifiez y la adolescencia se asocia con enfermedades metabodlicas
de inicio temprano (como hipertension, insulinoresistencia, dislipidemia, diabetes tipo 2
[DT2], higado/pancreas graso no alcohdlico, enfermedad cardiovascular, entre otras) y
mortalidad prematura por todas las causas'>!#. De hecho, la obesidad se considera como
el principal factor de riesgo para desarrollar DT2, debido a que 85 y 80% de los nifios y
adultos con DT2, respectivamente, presentd sobrepeso u obesidad al momento de su

diagnéstico!>16,

Tejido adiposo

El tejido adiposo humano se divide en marrén y blanco, el primero es responsable
de la actividad termogénica, mientras que el segundo (se distribuye a nivel subcutaneo y
visceral) se encarga de almacenar grasa corporal y secretar proteinas de sefalizacion que
ejercen efectos metabdlicos y antinflamatorios (leptina, neuropéptido Y[NPY],
adiponectina y factor de necrosis tumoral o [TNFa]). La leptina es una hormona secretada
por el tejido adiposo blanco cuya funcion principal es inhibir el apetito ante la ingesta de
alimentos. Ademas, la leptina actia en el nlcleo arcuato del hipotdlamo inhibiendo la
secrecion de NPY y proteina relacionada con agouti (AgRP), estimulando asi la sintesis
y secrecion de proopiomelanocortina (POMC)!’. La leptina también estimula la oxidacion
de lipidos y la absorcion de glucosa en tejidos periféricos, previniendo asi la lipotoxicidad
(acumulacion de lipidos en los tejidos no adiposos)'®. La adiponectina también es

secretada por el tejido adiposo durante la diferenciacion del adipocito y tiene como



funcion principal estimular la sensibilidad a la insulina y la utilizacion de glucosa
mediante la oxidacion de acidos grasos en musculo esquelético e inhibir la produccion
endégena de glucosa del higado!'®!. También tiene funciones antiinflamatorias como la
disminucion de los niveles de proteina C reactiva y expresion de TNF-0?2, y
antiaterogénicas al inhibir la adhesion de monocitos a células endoteliales, la
transformacion de macrdéfagos en células espumosas y aumento de la produccion de 6xido

nitrico en el endotelio vascular'®.

Desregulacion del tejido adiposo

En condiciones de exceso de energia, el tejido adiposo almacena el exceso de
nutrimentos en forma de lipidos neutros, mientras que, en condiciones de déficit, provee
nutrimentos a otros tejidos a través de lipolisis. En exceso de energia el tejido adiposo
presenta hipertrofia e hiperplasia. Primero, los adipocitos se hipertrofian y secretan
hormonas y citocinas paracrinas que facilitan el reclutamiento y diferenciacion de
preadipocitos para almacenar el exceso de nutrientes (hiperplasia)®>. Sin embargo, el
tejido tiene un limite de expansion que cuando se alcanza, pierde funcionalidad y su
capacidad de expandirse>*?. La razon de la pérdida de plasticidad celular en el tejido
adiposo se debe a la acumulaciéon de especies reactivas de oxigeno, derivadas de
macrofagos, en respuesta a la inflamacion causada por la hipertrofia y/o muerte de los
adipocitos disfuncionales®®. De esta manera, el tejido adiposo solo tiene la capacidad de
almacenar el exceso de grasa a través de la hipertrofia de sus células, causando
lipotoxicidad, inflamacion, hipoxia, secrecion alterada de adipocinas y disfuncion

mitocondrial que contribuye al desarrollo de insulinoresistencia y mayor riesgo de DT2%7,
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Ademas la acumulacion de grasa en los tejidos ectdpicos como el higado, musculo
esquelético, corazon y depdsitos viscerales conduce a inflamacion local e
insulinoresistencia y en el pancreas se produce el reclutamiento de macréfagos,
incrementando el estrés oxidativo que contribuye a la disfuncion de la célula B y reduccion

de la secrecion de insulina®®.

Independientemente de la inflamacion del tejido, en los adipocitos hipertroficos
el exceso de lipidos en citoplasma provoca alteracion en los transportadores de glucosa
tipo 4 (GLUT4) que conlleva al desarrollo de resistencia a la insulina®®. También, durante
la hipertrofia del adipocito se promueve la inflamacion local y sistémica a través del
reclutamiento de macrofagos y células T, mediante la secrecion de las principales
citocinas proinflamatorias como el TNF-a, interleucina-6 (IL-6) y proteina

quimioatrayente de monocitosl (MCP-1)%,

TNF- a contribuye al desarrollo de insulinoresistencia a través de la inhibicion de
la sintesis de adiponectina®®. También interfiere en la fosforilacion de residuos de tirosina
en el primer sustrato de la cadena beta del receptor de insulina (IRS-1 por sus siglas en
inglés) reduciendo la movilizacién de GLUT-4 y la entrada de glucosa en las células®.
Ademas, activa a el factor nuclear kB (NF-«k B por sus siglas en inglés) resultando en una
mayor expresion de moléculas de adhesion en células endoteliales y musculo liso
vascular, lo que incrementa la inflamacién del tejido adiposo y la disfuncion endotelial,

que finalmente lleva a la formacion de la placa ateromatosa*”

. La IL-6 producida por
macrofagos y adipocitos incrementa su produccion durante la hipertrofia, lo cual favorece

el aumento de la sintesis de proteinas de fase aguda como proteina C reactiva en células

hepaticas y reduce la actividad de la lipoproteina lipasa y la secrecion de adiponectina en

7



el adipocito, contribuyendo asi al desarrollo de resistencia a la insulina®!. El aumento de
lipidos en el citoplasma del adipocito también incrementa la concentracion de MCP-1,
promoviendo una mayor acumulacion de macréfagos en el tejido adiposo. Otra via de
desarrollo de inflamacion y resistencia a la insulina, es a través del incremento de la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), Caspasa 1, interleucina 1 beta (IL-
1B) y TNF-a en macréfagos®2. Como resultado de la interaccion entre acidos grasos libres
y TNF-a, la activacién de quinasas aminoterminales c-Jun (JNK) de células CD11c+
mediante receptores tipo Toll-4 (TLR4) y el factor nuclear kappa beta (NF-kappaf),
promueven la fosforilacion de serina-307 del IRS-1, reduciendo asi la movilizacién de

GLUT-4 y la entrada de glucosa en las células®*3*.

Abordajes genéticos de la obesidad

Gran parte de la variabilidad del IMC puede explicarse por la interaccion de
factores biologicos como la edad, sexo, origen étnico, componente genético y epigenético
y microbiota intestinal®>. En diferentes grupos étnicos se ha estimado que la heredabilidad
del IMC varia de 40% a 52% en estudios realizados en familias y de 69% a 75% en

estudios realizados en gemelos>®.

La compleja interaccion de factores genéticos y ambientales relacionados con la
susceptibilidad de desarrollar obesidad, hacen que su abordaje genético sea complejo’’.
En la actualidad, con los avances tecnoldgicos como la secuenciacion de nueva
generacion (NGS, por sus siglas en inglés) han llevado a identificar nuevos loci de

susceptibilidad a obesidad®®. Con las evidencias proporcionadas por la NGS, los loci



asociados a obesidad y/o IMC se han analizado en diferentes etnias y poblaciones,
principalmente mediante el estudio de genes candidato a través de estudios de asociacion
del genoma completo (GWAS, por sus siglas en inglés) y el estudio de variantes

estructurales®.

Estudios de asociacion del genoma completo (GWAS)

Los GWAS han tenido bastante éxito en la identificacion de genes que
predisponen a obesidad poligénica. El enfoque libre de hipotesis de este tipo de estudios
permite evaluar la asociacion de hasta 2,000,000 de variantes genéticas comunes
(frecuencia del alelo menor >1%) generalmente polimorfismos de un solo nucledtido
(SNPs, por sus siglas en inglés) distribuidas a través del genoma completo®. Este tipo de
estudios ha proporcionado evidencia de superposicion entre los genes para la obesidad
infantil y los de la obesidad en adultos, a través de su asociacion con obesidad y/o IMC??,
Hasta el momento a través de los GWAS, se han identificado 741 loci independientes
asociados con obesidad y/o IMC en 6 diferentes grupos étnicos (Figura 1)*!. Los GWAS
también han sido una herramienta importante para determinar la transferibilidad de
predisposicion a la obesidad a través de genes descubiertos en poblacion europea y no
europea®. Por ejemplo, los GWAS realizados en poblaciones no europeas han
confirmado loci compartidos con poblaciones europeas ¢ identificado senales de obesidad
especificas en poblacion africana, asiatica oriental, asiatica del sur y samoana*’. Uno de
los loci mas estudiados por su transferibilidad étnica y alta asociacion con obesidad y/o
IMC, es el gen asociado con masa grasa y obesidad (FTO, por sus siglas en inglés), ya

que sus variantes han sido identificadas desde los primeros GWAS realizados en



poblacion europea. Los SNPs de FTO se comparten en poblaciones de ascendencia
europea, africana y asidtica. Sin embargo, los alelos que se asocian al aumento del IMC
son menos frecuentes en poblaciones con ascendencia no europea®. Por lo que resulta

importante continuar analizando la frecuencia de los alelos de riesgo en poblaciones

vulnerables como las Latinoamericanas.

East/Southeast
Asians

CACNB2, CDC123, CDKALT, Africans
CDKN2B, DMD, EYS, FAM58A, FAM60A,
FGFR2, FGR, FRAT2, GAPVD1, GPR101, IRX2, KLHL32,
GPR26, HERC4, HHEX, HNRNPLL, LPL. MLCT,
HSD17B10, IGF2BP2, IL13RA1, JADEZ, SEMA4D
KCNQ1, KLF9, LOC102724612,
NID2, PRKD3, PSME4, STK39,
SUZ12P1, TAF4,
TFEC
ADCYS, ADCY3, BDNF,
ALDH2, AUTS2, FTO, GNPDA2, MC4R,
BRINP3, C170rf58, CBLN4, SEC16B,TMEM18 GALNT10,
CCK, CEP120, CYP17A1, ETS2, NEES South
FAIM2, FANCL, GIPR, GP2,
HIF1AN, HMGA1, HNF4G, ITIH4, Asians
KIAA1429, LRP1B, MAP2K5, MTCH2, NRXN1, ABCD2, ABHD17C,
NTRK2, OLFM4, PCSK1, POCS5, RASA1, RGS17, AC007100.1, AC007402.1,
RGS7BP, RIT2, SH2B1, TCF12, TCF7L2, AC007422.2, AC009486.1,
TFAP2B, TNRC6B, TUB, UBE2E3, UBQLN4, AC010230.1, AC018680.1, AC021351.1,
UNC79, VGLL4, VPS13C, ZFHX3, AC021678.2, AC022639.1, AC024028.1, AC068633.
AC090358.1, 'ZNF133, ZNF169, AC090568.2, AC090771.2, AC090833.1, AC092153.1, AC097658.2,
AC103855.3, 2ZNF608 AC105393.1, AC105393.2, AC109492.1, AC113391.2, ACHE, ACTR1B,
ADAM23, ADAMTSL3,

ADARB1, ADCY5, ADCY6, ADGRB3, ADGRL2, ADK, AGBL4, AHSA2, AIG1,
AKAPG6, AL049794.2, AL132711.1 AL133342.1, AL157777.2, AL160290.2, AL163932.1, AL442163.1, AL450313.1, AL512604.2, AL589740.1,

AL713851.1, ALG10B, ALPK1, AMBRA1, ANAPC4, ANKRD26, ANKRD28, ANKRD6, ANKS1B, AP002991.1, AP3B1, APC, APOE, APRIN, o
ARG1, ARHGAP15, ARHGAP19, ARNTL, ASB4, ASIC2, ASIP, ASXL3, ATF7IP, ATG4B, ATP13A2, ATP2B1, AXIN1, BACE2, BAIAP2, BANK1, Pacific
BBS4, BBX, BC041448, BCL11B, BMP2, BNC2, BRWD1, BTBD11, C110rf80, C120rf42, C90rf114, CA8, CACNA1C, CADM1, CADM2, CADPS, |S|al'ldel's
CADPS2, CALCR, CAMK2G, CASC15, CASC16, CBLN1, CBX5, CBX8, CCD39, CCDC171, CCDC57, CCNE1, CCNH, CCSER1, CD80, CDC14C,
CDC25A, CDH13, CDH22, CELA2B, CENPO, CEP164, CFL1, CHFR, CHMP3, CHRNB4, CLINT1, CLIP1, CNTNAP2, COBLL1, COL16A1, CPNE1,
CPNE4, CPNE7, CPNE8, CPS1, CPSF6, CRB2, CREB1, CRTAC1, CSMD1, CSMD2, CSPG5, CTBP2, CWC27, CXXC5, DCC, DCST2, DDC, DDX19B,
DDX20, DGKI, DHX36, DIAPH1, DIDO1, DMRTA2, DMXL2, DNASE1, DNASE2, DOCK3, DOKS5, DOT1L, DPYD, DSCAM, DUSP13, E2F3, EBF1, ECE2,
EDNRB, EHBP1, EIF4G1, ELAVL2, ELP3, ENTPDG, EP400, EPB41L4B, EPHA3, EPHB1, ERBB3, ERBB4, ERI1, ETV5, EVIS5, FAM170A, FBXL17,
FDFT1, FHIT, FIBCD1, FIGN, FLT3, FOX03, FOXP2, GABBR2, GADD45G, GALC, GALNT16, GAP43, GBE1, GDF15, GFPT1,GFRAL, GLRA1,
GP1BA, GPN3, GPR120, GPR139, GRB14, GRID1, GRID2, GRIN3A, GRM3, GRP, GSAP, GTF2I, GTF3A, GYG1, HCN4, HEY2, HFE, HHIP, HIVEP1,
HIVEP2, HLA-F, HOXB7, HS6ST3, HSD17B12, HTR1E, IFNGR1, IGF2BP1, IL20RB, INADL, INS, IQCK, JHY, KCNH2, KCNJ11, KCNK2, KCNK3,
KCNMA1, KCNT2, KCTD15, KCTD8, KDMAC, KIAA1522, KIAA1841, KIF2B, KIT, KLF14, KLF3, KLF7, KSR2, LDLRADA, LEPR, LHCGR, LINC00374,
LINC00458, LINC00470, LINC00598, LINC00879, LINC00923, LINC00970, LINC01031, LINC01058, LINC01098, LINC01111, LINC01158, LINC01470,
LINCO01541, LINC01611, LINC01626, LINC01698, LINC01874, LINC01901, LINC02022, LINC02484, LINGO1, LINGO2, LMBRD1, LMX1B,
LOC100287010, LOC100506107, LOC100507006, LOC100507548, LOC101927314, LOC101927412, LOC101928135, LOC101929486, LOC102723661,
LOC102724443, LOC102724542, LOC102724687, LOC105369309, LOC105369397, LOC105370463, LOC105370987, LOC105372161, LOC105373352,
LOC105374510, LOC105374584, LOC105374955, LOC105375897, LOC105376602, LOC105377247, LOC105377632, LOC105377911, LOC105377992,
LOC107983981, LOC107983984, LOC107984543, LOC107986108, LOC107986284, LOC107986662, LOC107986777, LOC285762, LOC440704,
LONRF2, LPIN2, LRFN2, LRIG1, LRRN6C, LUZP1, LYZL4, MACF1, MACROD2, MAD1L1, MAF, MAGI2, MAP4K4, MASP2, MAST2, MAST3, MASTA4,
MDGA2, MED27, MEF2C, MEGY, MGA, MGST1, MIR100HG, MIR548A2, MIR924HG, MIR9-3HG, MLIP, MLLT10, MLXIP, MPPED2, MRAS, MROHS,
MRPS33P4, MST1R, MVK, MYO19, NADK, NAMA, NBEA, NCOR1, NCRNA00249, NEBL, NEGR1, NEK6, NFATS, NFIB, NFIL3, NKAIN2, NLGN1,
NOL4L, NPC1, NR2F1, NRSN1, NRXN2, NRXN3, NSFL1C, NTAN1, NTNG1, NUP210, NUP54, OLA1, OPCML, OPRM1, OR5W2, OTOL1,
PABPC1P2, PACS1, PAFAH1B2, PANK4, PARD3, PARK2, PCDH17, PCDH7, PCDH8, PCDH9, PCED1A, PCGFS5, PDE1C, PDILT, PDZRN4, PEPD,
PHACTR1, PHF2, PHF20, PIGK, PIK3C3, PJA1, PJA2, PKHD1, PKMPS5, PLCL1, PMS2L11, PMS2L3, PNPLA2, POMC,
POUG6F1, POU6F2, PPARG, PPFIA3, PPL, PPM1L, PPP1CB, PPP1R3A, PPP1R3B, PPP2R2C, PPP2R3A, PRELID2,
PRKAG1, PRKCB, PRKCH, PRKD1, PRR20A, PRSS16, PSAT1, PSD4, PTBP2, PTCD1, PTPRD, PURG, PXK,
R3HCCI1L, . RAB21, RAB27B, RAC1, RAD54L2, RALYL, RANBP17, RAPGEF3, RARB, RASA2,
Native North RASGRF1, RBBP6, RBM19, RELN, RESP18, REXO1, RMDN1, RMST, RNU6-626P, RORA, Middle East
IN . RPAIN, RPGRIP1L, RPH3A, RPL29P32, RPL31P48, RPN2, RPS6KAS, RPTOR, RSRC, iddle Eas
RSU1, RTN4, RTN4RL1, RUNX1T1, SALL3, SCN2A, SDCCAG3P1, SDCCAGS, Arabs
SERPINC1, SETBP1, SETDS, SH2B3, SH3YL1, SHISA4, SIGLECY, SKAP1, SKAP2,
SKP1P2, SLC14A2, SLC16A7, SLC22A3, SLC2A2, SLC35G2, SLC39A8, SLC8A1,
SLCO3A1, SLF2, SLIT2, SMG6, SOX11, SOX5, SP4, SPATA19, SPHKAP, SQRDL, ?
SRRM1P2, SRSF6, SSBP2, SSBP3, SSR4P1, STK36, STXBP6, SUGP1, SYNCRIP,
SYPL2, SYT10, SYT16, TAL1, TAOK2, TBX15, TCF20, TCF4, TDRG1, TENM2, TERF2,
TEX10, TEX29, TEX40, TEX41, TFAP2D, THAP3, TLR4, TM9SF4, TMEM160, TMEM180,
TMEM182, TMUB2, TNFAIP8, TNIK, TNKS, TNNI3K, TNRC6A, TRAF3, TRIMGS5, TRIP12, TRPM3,
TTC17, TTLLY, TUSC3, UBASH3B, UBE2D3, UBE3D, UBXN7, UHRF1BP1, ULK4, UNCX,
USP3, USP53, VEGFA, VIT, VPS11, VPS54, WDR20, WDR66, WNK1, WSCD2, Native
XRCC3, YEATS2, ZBTB10, ZBTB41, ZBTB7A, ZBTB7B, ZBTB7C, ZC3HAV1,
ZDBF2, ZDHHC21, ZMIZ2, ZNF131, ZNF165, ZNF322, ZNF385D, ZNF502, Australians
ZNF516, ZNF536, ZNF646, ZNF654, ZSCAN20,
ZSWIM6, ZWILCH, ZZZ3

2
Europeans

NOS1AP

CREBRF

MAP2K3

Figura 1. Loci asociados a obesidad y/o IMC en diferentes grupos étnicos*?.
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Estudio de variantes estructurales

Las variantes estructurales en el genoma humano son descritas como variaciones
en el nimero de copias (CNV, por sus siglas en inglés) de méas 1 kb que dan como
resultado un cambio en dosis/cantidad de copias de un gen en particular y representan al
menos el 1% de la variabilidad genética humana**. La CNV comprende deleciones,
duplicaciones, inserciones y translocaciones y han sido asociadas a enfermedades de
origen poligénico como el autismo, epilepsia, esquizofrenia, sindrome metabolico DT2 y
obesidad. Respecto a la obesidad, mientras que las variantes comunes de un solo
nucleotido representan del 30% al 40% de la heredabilidad para el IMC en nifios y
adultos®, la CNV podrian explicar parte de la heredabilidad faltante de la obesidad™.
Hasta el momento se sabe que la CNV es responsable de hasta el 17.7% de la variacién
de la expresion genética heredable de enfermedades poligénicas y que los mecanismos
por los cuales se forman éstos son, generalmente, a través de recombinacion meidtica
desigual y errores de replicacion*’. Las enfermedades poligénicas con las que se ha
asociado la CNV son autismo, obesidad y DT2%. La CNV que cominmente se han
estudiado por su asociacion con obesidad son las regiones cerca del locus NEGR1, el
cromosoma 10q11.22, asi como en los cromosomasllqll y 10q26.3*7!. Otro de los
genes que ha llamado la atencion en los tltimos afios es el gen de amilasa salival (AMY1A)
ya que la CNV del gen se ha asociado a obesidad en nifios y adultos de diferentes grupos

etnicos>?.
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Asociacion entre el nimero de copias de AMY1A y obesidad

En 2014, Falchi et al. evidenciaron la asociacion entre el bajo nimero de copias
(NC) del gen AMY1A, el bajo nivel de amilasa sérica y el alto riesgo de obesidad en
adultos de Europa y Asia oriental®’. La asociacion entre el NC de AMY1A y obesidad /
IMC ha sido replicada en adultos portugueses y mexicanos>>>*. Sin embargo, en los
estudios realizados en adultos de Estonia, China y Malasia esta asociacion no presentd
significancia estadistica (p> 0.05)>-°. Adicionalmente, se encontré asociacién en

poblacion infantil de Francia, Finlandia, Italia, Estados Unidos y México>*>7-6,

Asociacion entre la actividad enzimatica de amilasa salival y pancreéatica y obesidad

Derivado de la asociacion entre el NC de AMY1A con obesidad / IMC, en 2017,
Carpenter et al. y Bonnefond et al. demostraron que el NC de AMY1A y AMY2A
correlaciona positivamente con la actividad enzimatica de amilasa salival y

5761~ Ademds, Bonnefond et al. también evidenciaron que la actividad

pancreética
enzimatica de amilasa salival y pancreatica correlaciona negativamente con el IMC en

adultos franceses’’.

Asociacion entre el NC de AMY1A y Prevotella en obesidad

En un estudio realizado en 2019 en adultos de Estados Unidos y en modelos
animales, Pooleet et al., evidenciaron una asociacion entre el NC de AMY1A, obesidad y

microbiota intestinal®?

. Se piensa que un mayor NC de AMY1A y actividad enzimatica de
amilasa salival y pancredtica, confiere una ventaja para las personas con una dieta alta en

almidon al mejorar la digestion en la cavidad oral e intestinal. Como una aproximaciéon
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al planteamiento de Pooleet et al., en 2018 Ledn-Mimila et al. evidenciaron una
correlacion positiva entre el NC de AMY1A y la abundancia relativa de Prevotella en
adultos mexicanos. Prevotella es un género bacteriano que presenta enzimas y grupos de

genes esenciales para la degradacion y utilizacion de polisacaridos complejos.

Almidodn en la dieta tradicional mexicana

Los estudios moleculares y genéticos indican que la domesticacion del maiz tuvo
lugar en el suroeste de México®. Estudios que combinan técnicas moleculares en
paleoecologia y arqueologia han documentado que el cultivo del maiz se dio desde la
costa del Golfo de México en San Andrés, Tabasco, hace mas de 7.000 afios®. De éste
punto de cultivo, la domesticacién del maiz se generalizo hacia Centro y Sur América en

el octavo milenio®.

La poblacién mexicana tiene una dieta con alto contenido de almidon (maiz, trigo

y diferentes variedades de frijol comtin)®*. Se ha estimado que el contenido de almidon
disponible en la tortilla de maiz es de 63-73%, después de las condiciones de
procesamiento, y su consumo diario se reporta en aproximadamente 325 g, suministrando

el 70% de las calorias y la mitad de las proteinas®’.

Tomando en cuenta que los estudios que analizan la predisposicion genética a la
obesidad en México alin son escasos, la alta frecuencia de obesidad infantil en México y
el alto consumo de almidon de maiz de la poblaciéon mexicana, es primordial conocer

como la CNVs de los genes AMY1A y AMY2A, a través de la actividad de sus
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correspondientes enzimas, podrian aumentar o reducir el riesgo de desarrollar obesidad

infantil.

JUSTIFICACION

México representa el segundo pais con la prevalencia mas alta de obesidad infantil en el
mundo, lo que resulta alarmante debido a que este padecimiento se ha descrito como
principal predictor de obesidad y complicaciones metabdlicas en el adulto. Aunque se
sabe que el componente genético de la obesidad podria explicar hasta el 75% de su
heredabilidad, en México, la compleja interaccion de factores genéticos y ambientales,
como la ingesta de alimentos, ha sido explorada en pocos estudios. Por esta razon, resulta
de importancia analizar la variacién del NC del gen AMY1A en la poblacion mexicana
que presenta una alta prevalencia de obesidad infantil y consumo ancestral de alimentos

ricos en almidon.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Hasta el momento, los estudios que evidencian la asociacion entre la variacion del NC de
AMY1Ay el diagnostico de obesidad son inconsistentes. Por otro lado, México representa

el segundo pais con la prevalencia mas alta de obesidad en el mundo.

HIPOTESIS
El NC de AMY1A y AMY2A se asocia con la actividad enzimatica de amilasa salival y

pancredtica y obesidad infantil.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la asociacion del NC de los genes AMY1A y AMYZ2A y la actividad de amilasa

salival y pancreatica con obesidad infantil.

Objetivos especificos

e Estimar la asociacion del NC del gen AMY 1A con obesidad infantil.

e Realizar un Meta-Analisis de asociacion entre el NC del gen AMY1A y obesidad
infantil en la poblacion mexicana.

e Estimar la asociacion del NC de los genes AMY1A y AMY2A con la actividad
enzimatica de amilasa salival (AMY1) y pancreatica (AMY?2).

e Estimar la asociacion de la actividad enzimatica de AMY1 y AMY2 con obesidad
infantil.

e Estimar el efecto de la interaccion entre la actividad enzimatica de amilasa salival y

pancreatica y la ingesta de almidon, sobre la frecuencia de obesidad infantil.

METODOLOGIA

Disefio experimental y poblacién de estudio

Se realizd un estudio transversal de casos y controles de obesidad en 1,895 nifios de 6 a
12 afios (1,054 con peso normal y 841 con obesidad) del5 Estados de la Republica
mexicana (Ciudad de México, Baja California Sur, Campeche, Estado de México,
Guanajuato, Hidalgo, Michoacan, Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro,

Sinaloa, Sonora y Tamaulipas).
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El presente proyecto fue aprobado por el comité de ética del Instituto Mexicano del
Seguro Social (CONBIOETICA-09-CEI-009-20160601) y se realizd cumpliendo con la
Declaracion de Helsinki. Antes del enrolamiento de cada participante al estudio, se obtuvo
el asentimiento de los nifios y los padres (o tutores legales) dieron su consentimiento
informado por escrito. Los nifios de la Ciudad de México fueron captados en las Unidades
deportivas del IMSS: Naucalpan, Morelos, Nezahualcdyotl e Independencia. Los nifios
de Baja California Sur, Campeche, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Michoacan,
Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas fueron

captados en escuelas primarias publicas.

Mediciones antropomeétricas

Los nifios se presentaron a las sedes del estudio en ropa ligera y al momento de las
mediciones de altura y peso se les pidio quitarse los zapatos. Todas las medidas fueron
realizadas por personal capacitado. El peso se midid6 con una balanza digital (Seca,
Hamburgo, Alemania) y la altura se midié usando un estadiometro Seca. El IMC se
calculd como peso (kg) / altura (m)? con percentiles para la edad y el sexo propuestos por
el CDC®. El zZIMC se determiné convirtiendo el IMC a puntajes de desviacion estandar de
edad y sexo usando el método LMS de acuerdo con el CDC®. Los nifios con un IMC > 5
y < 85 percentil se clasificaron con peso normal y aquellos con un IMC > 95 percentil con

obesidad, de acuerdo con lo sugerido por el CDC (2000)°.
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Toma de muestras de sangre

Todos los nifios incluidos al estudio fueron citados con un ayuno previo de 8-10 horas
para la toma de una muestra de sangre de 10 ml. Las muestras se tomaron en un tubo con
EDTA como anticoagulante y en uno seco. La muestra en el tubo con EDTA fue empleada
para la extraccion de DNA genomico y la muestra en el tubo seco se utilizo para extraer

el suero y determinar la actividad de AMY1 y AMY?2.

Extraccion de DNA y determinacion del NC de los genes AMY1A y AMY2A

El DNA gendmico se extrajo de células mononucleares periféricas, utilizando el equipo
AutoGenFlex STAR (Auto-Gen, Holliston, MA, EE. UU.). La pureza ¢ integridad fueron
evaluadas con las mediciones de absorbancia 260/280 nm (BioTek Instruments,
Winooski, VT) y con electroforesis en geles de agarosa al 0.8% tefiiddos con bromuro de
etidio. La determinacion del NC se realizdo mediante PCR digital en gotas, utilizando el
Sistema QX200 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) siguiendo el protocolo propuesto
por Bonnefond et al.*”. El volumen total de las reacciones fue de 40 uL, conteniendo 0.5
de la enzima U HindIIl (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), 11 pL de ddPCR
SuperMix para sondas sin dUTP (Bio-Rad), 24 ng de ADN, 1.1 puL de sonda TagMan
dirigido a AMY1A o AMY2A (Hs07226362 cn y Hs04204136 cn, respectivamente;
Thermo Fisher Scientific). Como gen de referencia se utilizé 1.1 pL. de sonda TagMan
dirigido a la RNAsa P (Human RNAseP # 4403328; Thermo Fisher Scientific). El DNA
genomico se digiri6 durante 5 minutos a 20° C, antes de ser mezclado con el aceite para
generar las gotas de reaccion en el QX200 (Bio-Rad). La amplificacion se realizo por

PCR en tiempo real en placas de 96 pozos (Bio-Rad) con un termociclador (Bio-Rad).
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Los resultados de la PCR se leyeron usando un lector de gotas QX200 (Bio-Rad) y fueron

analizados con el software QuantaSoft Analysis Pro (version 1.0.596, Bio-Rad).

Medicion de la actividad enzimatica de AMY1/AMY2

La actividad enzimatica de amilasa total y AMY2 se midieron en suero con un ensayo
colorimétrico, en el analizador modular COBAS Icobas 8000 (Hoffman-La Roche. Basel,
Suiza). La actividad enzimatica de AMY1 se calcul6 restando la actividad de AMY?2 de
la actividad de la amilasa total basado en recomendaciones de Junge W. et al. (2001)%”,
solo los nifios con actividades enzimaticas de 13 a 53 U/L de AMY2 y 29 a 99 U/L de

amilasa total fueron incluidos en analisis.

Meta-Analisis de asociacion entre el NC de AMY1A y obesidad infantil en México

En el Meta-Analisis se incluyeron los datos del NC de AMY 1A de 3,100 nifios (1,693 con
peso normal y 1,407 con obesidad) de tres estudios diferentes: 1) 1,895 nifios (904 con
peso normal y 678 con obesidad) del presente estudio; 2) 597 nifios (304 con peso normal
y 293 con obesidad de San Luis Potosi, Querétaro, Tijuana, Guanajuato y Ciudad de
Meéxico) reportados por Mejia-Benitez et al. (2015); y 3) 921 nifios (485 con peso normal
y 436 con obesidad de Ciudad de México) reportados por Leon-Mimila et al. (2018). En
todos los estudios, los nifios con peso normal y con obesidad fueron definidos por los

criterios del CDC (2000)°.
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Medicion de la ingesta de almidon

La informacion de la ingesta de almidon se recopild en 318 nifios (198 con peso normal
y 120 con obesidad, Tabla 3) de la Ciudad de México. Los patrones de ingesta de almidén
se obtuvieron mediante un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos
semicuantitativo®. El consumo promedio diario se calculd en gramos de almidon segun
la frecuencia informada. El consumo de macronutrientes y la ingesta energética total de
cada nino se determind utilizando la base de datos de composicién alimentaria de
ENSANUT 2012°%. Finalmente, para determinar la ingesta diaria de almidon dietético, se

restaron los monosacaridos y disacaridos de la ingesta total de hidratos de carbono.

Analisis de los datos

La distribucién normal de variables continuas se evalud con la prueba de Shapiro-Wilk.
Para las variables que no presentaron normalidad, se aplico el método de transformacion
de rangos inversos para alcanzar dicha normalidad. Los valores transformados fueron
utilizados en los andlisis. Las unidades de medida de las variables no se vieron afectadas
por la transformacion. La diferencia entre casos y controles de variables continuas y
categoricas fueron evaluadas con las pruebas t de Student y Chi cuadrada,
respectivamente. La asociacion de variables continuas y categoéricas se evalu6 utilizando
modelos de regresion lineal y logistica, ajustado por edad, sexo y Estado de la republica.
En el Meta-Analisis, se utilizo un modelo de regresion logistica ajustado por edad, sexo,
estudio y Estado de la Republica para evaluar la asociacioén entre el NC de AMY1A y

obesidad infantil. Con los datos sin normalizar, se crearon terciles de actividad enzimatica
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de AMY1y AMY?2 (denominadas como baja, media y alta actividad enzimética). Después
se evaluo la asociacion de los terciles con obesidad infantil.

Para la ingesta de almidén utilizamos el modelo residuos ajustado por ingesta de energia
y los residuos se obtuvieron de un analisis de regresion lineal con la ingesta de almidon
(gramos por dia) como variable dependiente y la ingesta total de energia (MJ por dia)
como variable independiente. La interaccion de la ingesta de almidén con la actividad
enzimatica de AMY1 y AMY2 sobre el riesgo de obesidad infantil se evalu6 mediante
regresion logistica. Las variables del efecto principal (actividad enzimatica de AMY1 y
AMY?2) y el término de interaccion se ingresaron en el modelo y se ajustaron por edad y
sexo para evaluar el efecto sobre el riesgo de obesidad. Los valores P de dos colas <0.05
se consideraron significativos. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software

SPSS (version 22.0, IBM, Armonk, Nueva Y ork).

RESULTADOS

La asociacion entre el NC de AMY1A y obesidad infantil se determind en 1,582 nifios
(Npeso normal= 904; Nobesidad = 678) de Baja California Sur, Campeche, Ciudad de México,
Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Michoacan, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas. Para confirmar la asociacion entre el
NC de AMY1A y obesidad infantil, se realizd un Meta-Andlisis con datos del NC de
AMY1A de 3,100 nifios (Npeso norma= 1,693 ; Nobesidad = 1,407) incluidos al presente estudio
y previamente reportado en México. La asociacion entre el NC de los genes AMY1A y
AMY2A con la actividad enzimatica de AMY1 y AMY2 se evalud en 451 nios (Npeso

normal= 277; Nobesidada= 174) de la Ciudad de México. La asociacion de la actividad
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enzimatica de AMY1 y AMY?2 con obesidad infantil se estimé en 764 nifios (Npeso normal=
427; Nobesidad = 337) de la Ciudad de México y Oaxaca. El efecto de la interaccion entre
la actividad enzimatica de AMY1 y AMY?2 y la ingesta de almidon sobre la frecuencia de
obesidad infantil, se determin6 en 318 nifios (Npeso norma= 198; Nobesidad = 337) de la Ciudad

de México.

Asociacion del NC de AMY1A con obesidad

Las caracteristicas de los 1,582 nifios (904 con peso normal y 678 con obesidad) incluidos
al analisis de asociacion del NC de AMY1A con obesidad infantil se presentan en la Tabla
2. La edad y proporcion de sexo fueron similares en ambos grupos de peso. El IMC e
IMCz en nifios con obesidad fue mayor que el de nifos con peso normal (Pmvic=4.1x10
2 Pivc= 8.7x107*?). Sin embargo, el grupo de nifios con peso normal present6 0.5 copias
mas de AMY1A que su contraparte con obesidad (p= 0.001). El NC de AMY1A como
variable continua se asocid negativamente con el riesgo de obesidad infantil (Variable
continua: OR = 0.948 [CI95% = 0.912-0.985], p= 0.006, analisis ajustado por edad, sexo

y Estado de la Republica).
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Tabla 2. Caracteristicas generales de los niflos mexicanos con peso normal y obesidad

incluidos al estudio, agrupados de acuerdo con el tipo de analisis realizado.

Tipo de Analisis / Variable Peso normal | Obesidad Valor p
Asociacion del NC de AMYlA con N= 904 N= 678 NA
obesidad
Nifias, N (%) | 453 (50.1) | 352(51.9) 0.477
Edad (afios) 9.1+2.0 9.1+1.8 0.965
IMC (kg/m?) | 16.6+1.7 249+33 | 4.1x10%
IMCz | 0.02+0.97 2.06 +1.39 8.7x1042
NC de AMY1A 6.5+2.8 6.0+24 0.001
Asociacion del_ N(Illcon actividad N= 277 N= 174 NA
enzimatica
Nifias, N (%) | 145 (52.3) 77 (44.3) 0.094
Edad (afios) 9.7+1.9 95+1.8 0.325
IMC (kg/m?) | 17.1+3.1 244+29 | 1.9x103
IMCz | 0.23+0.62 2.01 £0.66 6.2x1043
AMY1 (IU/L) | 36.8+19.5 | 31.6+19.6 0.007
AMY2 (IU/L) | 21.7+73 19.5+£6.9 0.002
NC de AMY1A 6.8+2.6 6.7+2.5 0.510
NC de AMY2A 19+04 19+04 0.434
Asociacion de act|V|_dad enzimatica N= 427 N= 337 NA
con obesidad
Nifias, N (%) | 250 (58.5%) | 153 (45.4%) 0.043
Edad (atos) 9.0+1.9 92+1.8 0.938
IMC (kg/m?) | 16.9+3.0 244+27 | 5.3x10%
IMCz | 0.24+0.65 2.03+0.77 2.1x1043
AMY1 (IU/L) | 40.7+20.5 | 35.6+19.4 0.001
AMY?2 (IU/L) 22.0+£7.0 20.0+6.4 5.7x10°

Los datos se expresan como media + desviacion estandar o N (%). IMC, indice de masa
corporal; IMCz: puntajes de desviacion estandar ajustados de edad y sexo del IMC;
AMY 1: amilasa salival; AMY?2: amilasa pancreatica; NA: no analizado; NC, nimero de
copias. La diferencia en la proporcion de sexos y medias se analizaron con las pruebas
Chi cuadrada y t de Student, respectivamente. Los valores significativos p (<0.05) se
muestran en negritas.
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Meta-Analisis de asociacion entre el NC de AMY1A y obesidad infantil en México

Las caracteristicas de los 3,100 nifios (1,693 con peso normal y 1,407 con obesidad)
incluidos al Meta-Analisis de asociacion del NC de AMY1A con obesidad infantil se
presentan en la Tabla 3. En el estudio actual y en la cohorte de Mejia-Benitez et al., la
edad y proporcion de sexo fueron similares en ambos grupos, sin embargo, el IMC e IMCz
en nifios con obesidad fue mayor que el de nifios con peso normal (Estudio actual: Pivic=
4.1x10%, Pimc= 8.7x107%*; Mejia-Benitez et al.: Pnc= 6.4x10%%; Pvc,=2.9x10%). En
ambas cohortes, el grupo de nifios con peso normal presentd un mayor NC de AMY1A
promedio que su contraparte con obesidad (PEstudio actual= 0.001, PMejia-Benitez et a=4.25x10"
%). Mientras que, en la cohorte de Ledn-Mimila et al., la edad y el NC de AMY1A fueron
similares en el grupo de peso normal y con obesidad, sin embargo, el IMC e IMCz fue
mayor en nifios con obesidad en comparacion con el de nifios con peso normal (Pmc=
3.9x10%% Pmc~= 8.4x10%°). En el Meta-Andlisis, el NC de AMY1A se asocio
negativamente con el riesgo de obesidad infantil (N=3,100; OR =0.938 [C195% = 0.914-

0.963], p = 2.0x10°).
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Tabla 3. Caracteristicas generales de cada uno de los estudios realizados en nifos
mexicanos que se incluyeron en el Meta-Andlisis para determinar la asociacion entre el

numero de copias de AMY1A y obesidad infantil.

e . Peso normal | Obesidad
Analisis / Variable N= 1,693 N= 1.407 Valor p
Estudio actual N=904 N= 678 NA
Ninas, N (%) | 453 (50.1) 352(51.9) 0.477
Edad (anos) 9.1+2.0 9.1+1.8 0.965
IMC (kg/m?) | 16.6+1.7 | 249+3.3 | 4.1x10%
IMCz | 0.02+0.97 |2.06 +1.39 | 8.7x1042
NC de AMY1A 6.5+2.8 60+t24 0.001
Mejia-Benitez et al. N= 304 N= 293 NA
Nifias, N (%) | 139 (45.7) | 128(43.7) | 0.617
Edad (anos) 9.5+1.8 9.5+1.7 0.880
IMC (kg/m?) | 16.5+1.8 | 252+3.5 | 6.4x10%2
IMCz | 021£0.93 | 2.02+0.51 | 2.9x10°3°
NC de AMY1A 7.0+2.7 6.1£19 |4.25x10°
Ledn-Mimila et al. N= 485 N= 436 NA
Nifas, N (%) | 266 (54.8) 178 (40.8) | 2.1x10°
Edad (afios) | 8.9+ 1.8 9.1+1.8 0.162
IMC (kg/m?) | 16.7+1.7 | 24.6+2.9 | 3.9x102
IMCz | 0.09£0.69 | 2.06+0.28 | 8.4x1040
NC de AMY1A 7.5+3.1 7.1+3.1 0.082

Los datos se expresan como media + desviacion estdndar o N (%). IMC, indice de masa
corporal; IMCz: puntajes de desviacion estandar ajustados de edad y sexo del IMC; NA:
no analizado; NC, nimero de copias. La diferencia en la proporcion de sexos y medias se
analizaron con las pruebas Chi cuadrada y t de Student, respectivamente. Los valores
significativos de p (<0.05) se muestran en negritas.
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Asociacion del NC de AMY1A y AMY2A con la actividad enzimatica de AMY1y
AMY?2

Las caracteristicas de los 451 nifios (227 con peso normal y 174 con obesidad) incluidos
al analisis de asociacion del NC de AMY1A y AMY2A con la actividad enzimatica de
AMY1 y AMY2 se presentan en la Tabla 2. La edad, proporcion de sexo y el NC de
AMY1A y AMY2A fueron similares en ambos grupos de peso. El IMC e IMCz en nifios
con obesidad fue mayor que el de nifios con peso normal (Pmvc=1.9x1073!, Ppvic,= 6.2x10°
43). El grupo de nifios con peso normal presentd una mayor actividad enzimatica de AMY 1
y AMY2 (5.2 y 2.2 UI/L, respectivamente) en comparacion con su contraparte con
obesidad (Pamyi= 0.007; Pamy2= 0.002). EI NC de AMY1A y AMY2A se asocio
positivamente con la actividad enzimatica de AMY1 y AMY?2 respectivamente, en nifios
con peso normal (AMY1: p=4.192 + 0.325, p= 6.1x10""%; AMY2: B=3.496 + 0.976, p=
4.04x10°4; Figura 2) y con obesidad (AMY1: p=4.441 + 0.3292, p= 3.8x10?%; AMY2:
B=6.741 £ 1.026, p= 6.024x107'%; Figura 3). Analisis ajustado por edad, sexo y Estado de
la Republica. Después de eliminar a los nifios con cuatro copias de AMY2A del analisis
de asociacion con la actividad enzimatica de AMY2 (andlisis de sensibilidad), la
asociacion se mantuvo significativa en ambos grupos (peso normal: f=4.074 = 1.059, p=

1.5x10; obesidad: p= 6.415 + 1.094, p=2.358x10°%).

25



% 100~ B=4.192 £ 0.325, p=6.1x101 100~ B=4.441 £ 0.329, p= 3.8x10-%0

-

S 80- 80

<

S 60- 60~

S

'S 404 40

‘N

o

< 207 20+

(C

S

>

'-;clllllllllllllllll clIIIIIIIIIIIIIIlI

< 1234567 8 9101112131415161718 1234567 8 9101112131415161718
a) Numero de copias de AMY1A b) Numero de copias de AMY1A

Figura 2. Asociacion entre el numero de copias de AMY1A y la actividad enzimatica de
AMY1 en nifios a) con peso normal (n = 277) y b) obesidad (n = 174) utilizando un
modelo de regresion lineal ajustado por edad, sexo y Estado de la Republica.
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Figura 3. Asociacion entre el numero de copias de AMY2A y la actividad enzimatica de
AMY?2 en nifos a) con peso normal (n = 277) y b) obesidad (n = 174) utilizando un
modelo de regresion lineal ajustado por edad, sexo y Estado de la Republica.
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Asociacion de la actividad enzimatica de AMY1y AMY2 con obesidad infantil.

Las caracteristicas de los 764 nifios (427 con peso normal y 337 con obesidad) incluidos
al analisis de asociacion de la actividad enzimatica de AMY1 y AMY2 con obesidad
infantil se presentan en la Tabla 2. La edad fue similar en ambos grupos, mientras que la
proporcion de nifias fue mayor en el de peso normal (p= 0.043). E1 IMC e IMCz en nifios
con obesidad fue mayor que el de nifios con peso normal (Pivc= 5.3x10732, Pvc=2.1x10°
43). El grupo de nifios con peso normal present6 5.1 y 2.0 UI/L de actividad enzimatica de
AMY1 y AMY2 mis que su contraparte con obesidad (Pamy1= 0.001; Pamy2= 5.7x107).
La actividad enzimatica de AMY1 y AMY2, como variable continua, se asocio
negativamente con obesidad infantil (AMY1: OR= 0.984 [IC95% 0.976- 0.992], p=
4.493x107°; AMY2: OR = 0.960 [CI95% 0.938-0.983], p= 0.001, analisis ajustado por
edad, sexo y Estado de la Republica). Ademas, se analiz6 la asociacion de la actividad
enzimatica agrupandola por terciles: AMY1: baja (<27.7 Ul / L), media (27.7-44.4 Ul /
L) yalta(>44.4UI/L); AMY2: baja (<17.8 Ul / L), media (17.8-22.9 Ul / L) y alta (>
22.9 Ul/ L). La asociacion global de los terciles de actividad enzimatica de AMY1 con
obesidad infantil fue significativa (OR= 0.716 [IC95% 0.597-0.860], p= 3.42x10*,
analisis ajustado por edad, sexo y Estado de la Republica). De manera similar, la
asociacion global de los terciles de actividad enzimatica AMY2 con la obesidad infantil
fue significativa (OR=0.754 [1C95% 0.631-0.902], p= 0.002, andlisis ajustado por edad,
sexo y Estado de la Republica). Posteriormente, se realizd6 un anélisis de asociacion
utilizando combinaciones de los terciles de actividad enzimatica de AMY1/AMY?2 con
obesidad infantil. La asociacion global de estas categorias con la obesidad fue

significativa (OR=0.901 [CI% = 0.857-0.948], p= 5.564x107, analisis ajustado por edad,
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sexo y Estado de la Republica). Los nifios con baja/media, media/baja, media/alta,

alta/baja, alta/media y alta/alta actividad enzimatica de AMY1/AMY?2 tenian un riesgo

significativamente menor de obesidad en comparacion con los nifios con baja-baja

actividad enzimatica de AMY 1/AMY?2 (Tabla 4).

Tabla 4. Asociacion de obesidad con diferentes combinaciones de actividad enzimaética

de AMY1 y AMY2 en suero con obesidad en 764 nifios mexicanos.

Grupo de actividad .
enzimatica Categoria de (!\I OR Valor p
AMY1 AMY?2 peso corporal (%)
B* B* Normal 42 (40) ] _
Obesidad 65 (60)
Normal 45 (37) 0.388
’ - Obesidad | 34(43) | (0.213-0.708) 0.002
Normal 37 (54) 0.606
’ . Obesidad | 32(46) | (0.311-1.179) 0.140
Normal 54 (59) 0.469
" ? Obesidad 38(41) | (0256-0.860) | 0%
Normal 40 (47) 0.658
M M Obesidad 46 (53) (0.360-1.200) 0.172
Normal 50 (65) 0.295 ;
" . Obesidad 27(35) | (0.156-0.557) | 17?10
Normal 30 (52) 0.510
: 2 Obesidad 28 (48) | (0.265-0.981) 0.044
Normal 56 (63) 0.347
i M Obesidad 33(37) | (0.187-0.645) 0.001
Normal 73 (68) 0.239 ;
: . Obesidad 34(32) | (0.127-0.450) | 9436x10
Normal [ 427(56) [ 0.901 .
oo Obesidad | 337(44) | (0.857-0948) | >°°10
Abreviaciones: AMY1: amilasa salival; AMY2: amilasa pancredtica. Actividad

enzimatica AMY1 (IU/B): B, Baja (<27.7), M, media (27.7-44.4), A, alta (>44.4).
Actividad enzimatica AMY2 (IU/B): B, Baja (<17.8), M, media (17.8-22.9), A: alta
(>22.9). Analisis por regresion logistica ajustado por edad, sexo y Estado de la Republica.
*Grupo de referencia. Los valores significativos de p (<0.05) se muestran en negritas.
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Efecto de la interaccion entre la actividad enzimética de amilasa salival y
pancreética y la ingesta de almidon, sobre la frecuencia de obesidad infantil.

En una submuestra de 318 nifios (198 de peso normal y 120 con obesidad) de la Ciudad
de México, investigamos si la ingesta de almidén modifica la asociacion de la actividad
enzimatica sérica de AMY1 y AMY?2 con la obesidad infantil (Tabla 5). Los nifios con
peso normal y obesidad presentaron una ingesta similar de almidon (g/dia) (peso normal
=92.6 &+ 35.7 versus obesidad = 93.6 £ 37.4; p = 0.815). El analisis de interaccion entre
la actividad enzimatica de AMY1 y AMY2 en particular, y la combinacion de sus terciles
con la ingesta de almidon, se realizo con la variable continua de ingesta (g/dia). En este
analisis, la actividad enzimatica de AMY 1, AMY2 mostraron interaccion significativa
con la ingesta de almidén sobre el riesgo de obesidad infantil (p= 0.049 y p= 0.047,
respectivamente, analisis ajustado por edad y sexo, Tabla 6). Las combinaciones de
terciles de actividad enzimdtica de AMY1 y AMY2 también mostraron interaccion
significativa con la ingesta de almidon sobre el riesgo de obesidad infantil (p= 0.023,
analisis ajustado por edad y sexo, Tabla 5). Para confirmar la interaccién entre la
combinacion de terciles de actividad enzimética de AMY1 y AMY2 con la ingesta de
almidon, se probd dicha interaccion con los terciles de ingesta (baja, media, alta ingesta
de almidon). Confirmamos una interaccion significativa entre las combinaciones de
terciles de actividad enzimatica de AMY1 y AMY2 y los terciles de ingesta de almidon
(p= 0.004). Los andlisis post-hoc confirmaron que las combinaciones de terciles de
actividad enzimatica AMY1 y AMY?2 se asociaron con el riesgo de obesidad infantil en

los terciles de media y alta de ingesta de almidon (p= 0,012 y p= 0,006, respectivamente),
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pero no en el subgrupo de baja ingesta de almidon. (p=0,77) (pruebas ajustadas por edad
y sexo, Figura 4).
Tabla 5. Caracteristicas generales de los nifios incluidos al analisis de interaccion entre

la actividad enzimatica de amilasa salival y pancreatica y la ingesta de almidon, sobre la

frecuencia de obesidad infantil.

Variable N=198 N=120 Valor p
Ninas, N (%) | 101 (51.0) | 57 (47.5) 0.515
Edad (afos) | 9.8+2.0 9.7+2.0 0.540

IMC (kg/m?) | 16.7+£3.2 | 25.0+2.5 | 1.8x10%

IMCz | 0.11£0.65 | 2.09 £ 0.71 | 2.4x10°
AMY1 (UI/L) | 36.3+£20.5 |29.7+19.4| 0.012
AMY2 (UI/L) | 21.1+£7.0 | 182+6.4 0.001
AMYIANC | 6.6+2.5 6.5+2.6 0.443
AMY2A NC | 1.95+0.46 | 1.91£0.44 | 0.681
Ingesta de energia (MJ/d) | 9.4+3.4 9.0+3.3 0.576
Almidon (g/d) | 92.6 £35.7 | 93.6 +37.4 | 0.815

Los datos se expresan como media + desviacion estandar o N (%). IMC, indice de masa
corporal; IMCz: puntajes de desviacion estandar ajustados de edad y sexo del IMC;
AMY1: amilasa salival; AMY2: amilasa pancreatica; NA: no analizado; NC, nimero de
copias. La diferencia en la proporcion de sexos y medias se analizaron con las pruebas
Chi cuadrada y t de Student, respectivamente. Los valores significativos de p (<0.05) se
muestran en negritas.
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Tabla 6. Interaccion de la ingesta de almidon con la actividad enzimatica de AMY1 y

AMY?2 sobre el riesgo de obesidad infantil.

Peso normal / Asociacién
Interaccion de la ingesta de almidon con: Obelil,ldad OR (IC 95%) | Valorp
0.999888
Actividad enzimatica de AMY1 182 /115 (0.999777- 0.049
0.999999)
0.999739
Actividad enzimatica de AMY?2 182 /115 (0.999481- 0.047
0.999997)
Combinaciones de actividad enzimatica de 0.99990
AMY1y AMY2 182 /115 (0.99981- 0.023
(BB/BM/BA/MB/MM/MA/AB/AM/AA) 0.99999)

Abreviaturas: BB: baja-baja; BM: baja-media; BA: baja-alta; MB: media-baja; MM:
media-media; MA: media-alta; AB: alta-baja; AM: alta-media; AA: alta-alta. Analisis por
regresion logistica ajustado por edad y sexo. Los valores de p significativos (p <0,05) se
indican en negrita.
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Combinacion de actividad enzimatica de AMY1 y AMY2 (UI/L)
Il Baja-Baja WM Media-Media Alta-Alta
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Figura 4. Asociacion de diferentes combinaciones de actividad enzimatica de AMY1 y
AMY?2 con la frecuencia de obesidad en diferentes terciles de ingesta de almidon. Ngaja
ingesta de almidon™ 105; NMedia ingesta de almidén™ 108; Naita ingesta de almidén™ 105. Datos como
frecuencia de obesidad. P-interaccion y P-tendencia por regresion logistica ajustada por
edad y sexo.
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DISCUSION

El presente trabajo se enfocd en el analisis de nifilos mexicanos que se caracterizan por
presentar una dieta con alto contenido de almiddn y alta prevalencia de obesidad. Con los
resultados obtenidos evidenciamos:1) una asociacion significativa entre el NC de AMY1A
y obesidad infantil en una muestra de 1,582 nifios de 15 diferentes Estados de la
Republica, el cual se corroboré mediante un Meta-Analisis con 3,100 nifios mexicanos;
2) una asociacion positiva entre el NC de AMY1A/AMY2A y la actividad enzimatica de
AMY 1/AMY?2 en nifios con peso normal y obesidad; 3) una asociacion negativa entre la
actividad enzimatica de AMY1, AMY2 y sus combinaciones con obesidad infantil,

especificamente en los nifios que consumen una cantidad media/alta de almidon.

La asociacion negativa entre el NC de AMY 1A y la obesidad infantil observada en nuestros
resultados, apoya los hallazgos de dos estudios previos en la poblacion mexicana>**°. Sin
embargo, la asociacion del NC de AMY1A con obesidad infantil y la asociacion positiva
entre el NC de AMY1A/AMY2A y la actividad enzimatica de AMY 1/AMY2 en nifios con
peso normal y obesidad, se estudian por primera vez en la poblaciéon mexicana y los
resultados obtenidos concuerdan con reportes previos de nifios y adultos
europeos 270170 Carpenter et al. en 2017 evidenciaron una correlacion entre el NC de
AMY 1A/AMY 2A en adultos europeos’®. Del mismo modo, Falchi et al. en 2014 reportaron
una asociacion positiva entre el NC de AMY1A/AMY?2A y la actividad enzimatica sérica
de AMY1/AMY?2 en individuos franceses con obesidad mérbida®?. Bonnefond et al. en
2017 también reportaron una asociacion negativa entre la actividad enzimatica de AMY1

y AMY2 con el IMC en la poblaciéon francesa’’. Ademas, Rukh et al. en 2017
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evidenciaron que la ingesta de almidon en la dieta modifica la relacion entre el NC de

AMY 1A con el IMC en adultos suecos’®.

Nuestros datos contribuyen a entender uno de los mecanismos biologicos que puede
resultar en una alta predisposicion genética a la obesidad en nifios mexicanos. Una
actividad enzimatica de AMY1 y AMY?2 baja o alta determinada genéticamente por el
NC de AMY1A y AMY?2A, puede aumentar o disminuir el riesgo de obesidad en nifios con
una dieta media o alta en almidon. La asociacion entre la digestion deficiente del almidon,
inducida por la baja actividad enzimaticade AMY1 y AMY2, y la obesidad puede parecer
contradictoria a primera vista. Sin embargo, datos recientes sugieren que podria
representar un caso de desregulacion de diversidad bacteriana intestinal dado el aporte de

los oligosacaridos como sustrato de la microbiota intestinal®*

. Esto se ilustra por la
asociacion significativa entre el NC de AMY1A y la abundancia del género bacteriano
Prevotella en la microbiota intestinal de nifos y adultos mexicanos reportada por Leon-
Mimila et al. en 2018°*. Teniendo en cuenta el papel importante de la composicion de la
microbiota intestinal en la regulacion del equilibrio energético’!, descifrar el impacto del
NC de AMY1A, AMY2A y la actividad enzimatica de AMY1 y AMY?2 en la diversidad de
la microbiota intestinal y en la actividad de la amilasa bacteriana en las heces, podria
representar un importante aporte de investigacion en el futuro. Nuestro estudio
proporciona un vinculo genético convincente entre el metabolismo de los hidratos de
carbono y el riesgo de obesidad infantil en la poblacion mexicana. Este hallazgo
proporciona informacion sobre los mecanismos que subyacen a la obesidad, asi como una

justificacion para la investigacion de tratamientos innovadores para la obesidad basados

en la manipulacion de los niveles de enzimas digestivas™.

34



Nuestro estudio tiene varias fortalezas. Este es el primer estudio que describe la
asociacion del NC de AMY1A y AMY?2A con la actividad enzimatica de AMY1 y AMY2,
ademas de la asociacion de la actividad enzimatica AMY 1 y AMY?2 con obesidad en nifios
mexicanos, que representan una poblacidon poco investigada pero caracterizada por su alto
consumo de almidéon y una alta prevalencia de obesidad. Utilizamos tecnologia
innovadora para la determinacion del NC de AMY 1A y AMY2A y anélisis sofisticados para
determinar las asociaciones entre el NC de AMY1A/AMY2A, actividad enzimatica de
AMY1 y AMY2, consumo de almidon y obesidad infantil. Nuestros resultados muestran
un menor riesgo de obesidad en el subgrupo de alta actividad enziméatica de AMY1 y
AMY2, con lo que se podria inferir que el efecto de una baja actividad de AMY1 y

AMY?2, podria mitigarse con una dieta baja en almidon.

El estudio también presenta varias limitaciones. Somos conscientes de que nuestro disefio
experimental fue modestamente desarrollado para un subconjunto de analisis. También
reconocemos que usamos puntos de corte liberal para la significancia (P <0.05 bilateral).
No estudiamos a adultos mexicanos y no proporcionamos datos sobre el microbiota
intestinal y la actividad enzimatica de la amilasa bacteriana en heces. Por ultimo, en el
Meta-Analisis de asociacion entre el NC de AMY1A y obesidad infantil, combinamos los

datos de NC determinados mediante diferentes métodos.
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CONCLUSIONES

e El aumento del NC AMY1A se asocia con menor riesgo de obesidad infantil.

e El aumento del NC de los genes AMY1A y AMY2A se asocia con el incremento de
la actividad enzimatica de AMY1 y AMY?2, respectivamente.

e El aumento de la actividad enzimatica de AMY1 y AMY?2 se asocia con menor
riesgo de obesidad infantil.

e Los nifios con un consumo medio y alto de almidon y baja actividad enzimatica
de AMY1 y AMY2, presentan mayor riesgo de obesidad, en comparacion con los

nifios con media y alta actividad enzimatica.
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SUMMARY

Background: Mexican children are characterized by a high-starch intake diet and high
prevalence of obesity.

Objectives: To investigate the association of AMYIA/AMY2A copy numbers [CNs)
and AMY1/AMY2 serum enzymatic activity with childhood obesity in up to 427 and
337 Mexican cases and controls.

Methods: Anthropometric and dietary starch intake data were collected. CN of
AMY1A/AMY2A and AMY1/AMY2 serum enzymatic activity were determined using
droplet digital PCR {ddPCR} and enzymatic colorimetry, respectively. An individual
participant level data meta-analysis of association between AMYIA CNVs and obe-
sity was also performed.

Results: A positive association between AMYIA/AMY2A CNs and their
corresponding AMY1/AMY2 serum enzyme activity was observed in children with
normal weight and obesity. The serum enzyme activity of AMY1 and AMY2 was neg-
atively associated with childhood obesity risk, and the association was restricted to
kids eating medium/high amount of starch (P,,,....u.. = 004} While no association
between AMY 1A and AMY2A CNs and chilkdhood obesity was observed in our sam-
ple. we confirmed a significant association between AMY1A CN and obesity in a
meta-analysis of 3100 Mexican children.

Conclusions: Our data suggest that genetically determined salivary and pancreatic
amylase activity can increase/decrease the risk of obesity in Mexican children, this
effect being blunted by a low-starch diet.
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1 | INTRODUCTION

The global prevalence of obesity has nearly tpled since 1975
according to the world health organization, but & affects certain coun-
tries more than others. Mexico has the second highest rate of obesity
in the warld, after the United States. In 2014 the national survey of
health and mutrition of Mesxico reported cbesity prevalence rates of
15.7%, 13.9%, and 33.3% amang children between the ages of 5 and
11 years, 12 and 19 vears, and adults, respectively.” Childhood and
adolescent obesity are associzted with earfy-onset of co-morbidities
leg. type 2 diabetes, cardiovascular disease, cancer), and premature
all-cause adult rl'mrt.:i‘l:'p'.2 Whille some therapeubc mberventions are
availsble for children (eg, lifestyle and behavioral modifications), there
has been limited success in curbing the chesity epidemic o far”
Understanding the cavses of obesity, especially in high-rek pedistric
populations. hes the potential to imorowve prediction. prevention and
treatment of the disease

The recent obesity epidemic in Mexico cn be explaired in part by 2
rapid rutritional transition to Western diet and a decrease in average
physical activity induced by the fast urbanizaion of the country.™® How-
ever, not everyone exposed fo an “cbesogenic ernvirorement” becomes
pbese, and npe inter-individual differences it body mass index (B0
are observed among the Medcan population.”” These differences can
be sttributed to biological factors: i ufeno programming, sew, ape, anoes-
tral background, gut microhiome, epigenetic and penetics.?

Twiri and family studies in diverse ethnic groups, induding Lating
Amenicare. suggest that 0% to 75% of BM| varation is driven by
genetic factors® While common single-nuckeatide variants account far
0% to A0% of heritzbiity for BMI in chidren and adults ™ structural
variations may explain part of #s missing heritability."! Rare and frequent
copy number vanants [CNVs) have been associabed with childhood arnd
adult abesity, predomirantly in populations of Eurcpean ancessry.* How-
ever, maost of these associations have been challenging to reproduce

This is Hlustrated by the copy numbers [CMs) of the buman sali-
vary [AMY14) and pancrestic (AMYZ4) amylase genes. ™™ In 2014,
Failchi et al evidenced an association between low CN of the AMY14
gene, low serum anmylase enpyme levels, and high sk of adult abesity
in European and East Asizn popubitions.™ However, the accuracy of
the g-PCR CH measurement method vsed in the Falcha et al study has
been guestioned, ™ *” and alternative methads leg, droglet digital PCR
|ddPCR] in combiration with or without the classic g-POR. PCR junc-
tion fragment azsay) have been proposed to penotype the CN at the
AMYLA and AMY2A genes.'*" In Eurcpean populations, there is 3
Fundamental structural distinction between haplotypes contamning odd
or even numbers of AMY1 gere units, which is in tum coupled with
CM in pancreatic amylase genes AMYZA and AMYZ8."® The associa-
ticn betwesn CN at the AMY1A pene, penotyped using ddPCR, and
BMil/obesity has been rephicated in some but not =il adult European
and East Asian cohorts. "™ With respect to childhood abesity,
associations betwesn AMY1A CH and childhood chesty status hawve
besen described in European and African-American populations. "%
Additionally, an assodation between sermm AMY1 and AMYZ ency-
matic activity and BMI has also been observed in adult Europeans.™”

Studying the assocations of CMs at the AMY1A and AMYZ24 penes
and serum AMY1 and AMYZ enrymabic activity with ocbesity-related
trats in the Mexican population is of great interest, conssdenng their
high consumption of dietary starch ™ This is owing to the fact that
riztural selection hes resulted in 3 higher number of AMYLA copies n
populations exposed to high-starch consumptian,™ and dietary starch
intake has been shown to potentially modify the relation between
AMY1A CH and BML™ Mejia-Benitez et al reported an associstion
beteeen low AMYLA CN, mezsured by digital gPCR, and obesity in
Mexican children ™ Maore recently, AMY1A CN, measured by ddPCE,
was associabed wath childhood and adult obesity in an ndependent
Mexican sample " While promising, these sssociations need further
corfrmation at this stape In addition. the sssociation of CH at the
AMY2A pene and AMY1/AMY 2 serum encymatic activity with obesity
hizes nevwer been vestipated to dake in the Mexican population. Hence,
this study aimed to assess: (3] the comelation betwesn serum enzy-
mztic activity of AMY1 and AMYZ; (b) the sssocation between serum
erzymatic activity of AMY1 and AMY2 and dhildhood obesity: (c] the
correlation between s of AMY 1A and AMYZA penes: (d) the associa-
tion beetween CHs of AMY 14 and AMY2A genes and serum erzymatic
actrvity of salivary and pancreatic amslase; (2] the association of CNs
of AMY1A and AMYZA penes with childhood obesity; (] the irterac-
tion bebaeen CHs of AMY1A and AMYZA penes, ercymatic actvty of
salivary and pancreatic amylase starch ntske and obesity risk; and
(£ to perform a meta-anabysis of association of the CN of AMY1A gene
with childhood obesity in the Mexican population [Figure 11

2 | METHODS

21 | Study participants

Thee research was approved by the ethics committes of the Mexican
Mational Health Service Clnstituto Mexicanc del Seguro Sccial”
COMBIDETICA-O%-CEI-O0?-201 60601) and was conducted in com-
pliance with the Dedaration of Helsinki. Child assent was obiained
and parents |or legal guardians) provided written informed consent
prior io errollmerit indo the sbudy. In our discovery sample, 2 tofal of
784 children (427 with normal-weight and 327 with obesity) between
the ages of & and 12 were enrollied from three different Skates n
Mecicn [Campeche, Ooacsea, and Mexico City) bo evaluste the associa-
tion of serum eroymatic activity of AMY1 and AMY2 (Moo
woght = 427 Mogeasy = 3270 ard CM of AMY14A and AMYZA (Moo
wight = 277, Mobmity = 174] with chesity. The study was conducted
from 2011 to October 2018 (Table 1)

In our replication sample, a5 part of the MNational Obesity Network
Mewico initiative, we alkso cobected penetic [AMY 1A CN) and clinacal
data for 1131 children (627 with normal-weight and 504 with obe-
wityl. beteeen the ages of & and 12 that were ervolled from 14 differ-
ent Siates in Mexico (Baja Califomia Sur, Campeche, Estado de
Mewico, Guanajuato, Hidalpo, Michoacin, Nayant, Muevo Ledn, Oaxaca,
Puebla, Queretaro, Sinaloa. Sonora and Tamaulipas). The recruitment
was conducted between Jure 2016 and Ocbober T8 [Table 511
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ili) Correlation
betweenCN of
AMYIA and AMY2A
genes
N=277 NW /174 0B

obesity.

N=427 NW /337 OB Discovery sample.
Childrenfrom three
different Statesof
Mexico.
i) Correlation N=427 NW /337 0B

betweenAMY1 and
AMY2 enzymatc
activity.
N=427 NW /33708

vi) Interaction
between
AMYIA/AMY2A CN,
AMY1/AMY2
EnNIymatic actiity,
starch intak e and
obesiyrisk
N=198 NW /120 0B

N=277 NW /174 0B

v) Association of (N
of AMY1A and
AMY2A geneswith
childhood obesty.
N=277 NW /174 0B

Discovery sample.
Childrenfrom three
differert Statesof
Mexico.
vil) Meta-analysisof
associationof Ne«277NW /174 0B
AMYIA CNwith
childnood obesty in
the Mexican
population.
N=1693NW /10708 Ledn-Mimila et al.
(2019) cohort.
Childrenfrom
Mexico City.

Mejia-Benitez et al. N=485 NW /436 0B
(2015) cohort.
Childrenfrom five
different Statesof
Mexico.
N=304 NW /293 08

FIGURE 1 Flowchart of the study design. The study amns are represented in 3 white background andthe sample(s)/cohort(s) are represented

in a grey background. Abbreviations: AMY 1, salivary amylase; AMYZ, pancreatic

22 | Anthropometric measurements

Subjects were mstructed to wear light clotheng and remove their
shoes for the height and weight meas s, Al s
were performed by a traned nurse. Weight was measured using a dig-
ital weighing scale {Seca, Hamburg, Germany) to the nearest 0.1 kg
and height was measured using a Seca 225 stads ter to the r

0.1 cm. BMI was cakcubated as weight (keWheight (m) with percentiles
for age and sex derived from the Centers for Disease Control and Pre-
vention (CDC) 2000 references.™ Chikren with a BMI =5th
and < 85th percentile were dassified as normal weight, those with 2
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dase; ON, copy number; NW, | weight: OB, obesty

BM| =B5th and <95th percentile as overweight, and those with 2 BMI
£95th percentile as obese. We only enrclled children with normal-
weight and cbesity in this study (case control study design].

23 | Processing of blood samples

A blocd sample for DNA extraction was collected in participants of
the discovery and replication studies, following 2 12-howr fast. In
Campeche, Mexico City and Oaxaca states. two blood samples were
taken, one of 4 mL to extract genomic DNA and one of 5 ml to
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TABLE1
Anahysis Trait
AMYL/AMY 2 enzymatic activity analysis {discovery
sample)
Female. M %)
Age fyears]
M| flez/m|
SOS-EM
AMYL (VL)
AMY2 (L)

AMY1A/AMY 24 copy number analysis [subset of
thee discowery sample]

Female M (%)

Age frears)

EMI flzim®)

SD5-EMI

AMYLILAL)

AMY2 (I

AMYIACN

AMYZA CM

Starch intake Evteraction analysis (subset of the
discovery sample]

Female M (%)

Age frears)

M flefm ]

SD5-EMI

AMYL L)

AMYZ (LWL

AMYIACN

AMYZACN

Energy imtalee (ML)

Starch (z/dl

General characteristics of Mewican children wath nommal weight znd obesity inchuded in the discovery sample

Mormal weight Dbese P ualue
N= 477 N =337 HA
250 [3R.5%) 153 [45.4%) 0043
FO219% 92:+18B 0938
169+ 20 24427 53 x 10—
024 + D65 203077 FARTS |
407 £ 205 3546 +194 0001
220+ 7.0 0+ 64 57« 1077
M= 277 HN=174 KA
145523 TT 4.3 004
Pr219 95+18 0,323
171221 2M4+29 19w 10
0.23 £ D62 201 & 058 6.2 x 10—
6B+ 195 316+ 194 007
ATx+73 195+ 49 0002
6B 26 a7+25 0,510
19104 19+04 0434
M- 198 N=120 KA
101 {51.0 57 475 0.515
PE220 97+20 0540
167422 50+ 25 18w 0™
011 £ D65 209071 24w 10
3634 05 N7 +194 o2
HA1:70 182+ 64 0001
Gb225 G526 D443
195 4046 191044 D681
P4134 90+33 0.574
9264357 Fl6+ 374 0,815

Abbrevitions: BML body mass indew; SD5-BMI, -ape and -wew adjusted S0 scores of BME AMY], salivary amylase; AMY2 pancrestic amylze: MA not

anaiyred.

Notes: Diata are expressed 2= mean + S0 or W [ Difference in sex rmtios was analyzed wsing the 2 test. Differences in means tests were analyred using

Student’s t-bests. Significant P valwes (P < 05 are reported in bold.

extract the serum and to analyze the enrymatic activity of salivary
and pancreatic ammylzse. Blood sample tubes for enzymatic activity
analyses wene kept in 2 wertical position for 30 minutes and cen-
trifuged at 15 000 RPM for 10 minutes in the dinical laboratory from
each bocal recruitment center. The serum was extracted and stored in
500 L alipuots together with the blood sample for DNA extraction at
—20°C. The serum aliguots and blood ssmple tubes for DMNA extrac-
tion were sent to the labomatory of the Mesican Institute of Social
Sexurity in Mexico City by progect collaborators in an arfipht cooler
with at lkeast 10 kg of dry ce. DMA extraction and enzymatic activity
analyses were centrafized in lboratories from Mexico City.

24 | Measurement of AMY1/AMYZ serum
enzymatic activity

The: partiopants were scheduled for climical laboratory evaluation fol-
lowang a 12 hours owemight fasting period. Serum ercymatic actvities
of total amylase and AMY2 were measuned by enrymatic colorimetric
assay, with 3 COBAS loobzs B000 medular arclyrer series [Hoffman-
La Roche. Basel, Switrerland). Experiments were performesd in the
CEMAREM cone aboratory facility [Mexico City). The enoymatsc ackiv-
ity of AMY1 was calculabed by subbracting the activity of AMY2 from
the activity of total amylase. Only chilldren with enzymatic activities of
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13 to 53 WL of AMYZ and 29 to 99 UL of total amylase were

inchuded for analysis. based on previcus recommendations ™

25 | DMA extraction and AMY1A and AMYZA CH
detection

Genomic DMA& of peripheral mononuclear cells was obtaned from
children. DNA was purified using the SutoGenFlex STAR [Auto-Gen,
Hallstor. MA, USA), ard the purity amd integrity were venfied by
260280 nm measurements [BioTek Instruments, Winooski, VT) as
well as by electrophoresi in DU8% aparose pels stined with ethidium
bromide. The CH detection was performed by ddPCR usang the
QMDD system (BSo-Rad Lsboratosies. Heroules, CA] following the
protocol proposed by Bonnefond et al'” Each duplex reaction of
&0 yl contained 0.5 of U Hindlll (Therma Fisher Scentific, Waltham,
M), 11 L of ddPCR SuperMix for Probes no dUTP (Bio-Rad], 24 ng
of DNA 11 yl of TagMan assay targeting AMYIA or AMYZA
[HsD7226342 cn or He0d204138_on, respectively; Thermo Fisher
Scientific) and 1.1 yL of TagMan assay targeting the reference RNase
P azsay (Human RMase P 84403328 Thermo Feher Soentific]. Genao-
mic DMA was digested for 5 mirutes at 2307 C before submitting them
o the Droplet Generator Ol [Bio-Rad) in the QX200 Droplet Genera-
tor (Bio-Rad) and performing the PCR amplfication in #d-well reaction
plate [Bio-Rad) with a Thermal Cycler (Bio-Rad). Results from PCR
amplification were read wsing 2 QN200 Droplet Reader (Bio-Rad) and
anabyzed with the QuantaSoft Analysis Pro softwane [version 1.0.3948,
Bio-Rad). DNA extraction and CN genotyping were performed at the
M55 aboratory in Mexico City.

246 | Dietary starch intake measurement

Dietary starch intake information was collected in a3 subset of 318 cha-
dren (198 with normal-weight and 120 with obesity, Table 1} from
our discowery study zmmple (N = 7641 Intake pattens were
obtained through s frequency questiornaire of semi-guantitative food
::I'ru.ln'u:ti:rum The zwerage daily consumpiion was cakoulsted o
grams of food sccoeding o the frequency reported. The consumpéion
of macrorutments and the tofal erergy intake for each dhild was
determined wsing the database of composition food of ENSANUT
2012 ™ Fanally, to determine the daly distary starch intake, we sub-
tracted monosaccharides and dEaccharides from the total carbohy-
drate intale

27 | Meta-analysis

To confirm the association of the CM of AMY1A with chilldhood obe-
sity in the Mexican population, we performed a meta-analysis using
imdividual participant data from four independent cohorts with mo
overlap  between studies (1100 children: Mooms esgm = 1693;
Motesty = 1407, Table 511 Individual participant data meta-anabyses
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are more powered than study-lkevel mets-analyses and are considened
a the gold standand in epsdemiclogy "** A double-blind s=arch in
the PubMed database was performed by MM, and AMB. using the
following key words: PONV™ OR “copy-number vanant™) AMD “obe-
sity” AND “children™ AND ["Mexican® OR “Mexico™) AND “AMY1A"
Two ehghle studies in the §terature including 304 conkrols and
293 canes from five different States of Mexico™ and 485 contrals
and 434 cases from Mexico City™ were selecied We also included
two unpublished studies with genotype data peraining to AMY14
CMs: 277 controls amd 174 cases of obesity from the current study, as
well 2z §27 controls and 504 cases from 14 States of Mexico. |n all
the studies, children with normal-weight z2nd obesity were defined by
the COC 2000 exiteria™ Logistic repression was used to test the
smsocmtion beteeen AMYI1A CN s 3 continuows or categoncal
(tertiles) wariable and childhood obesity status The regression model
wizes adjusted for spe, sex, study and state.

28 | [Data analysis

The normal dstribution of continuows vansbles was tested usang the
Shapiro-Wilk test. For the traits that significantty deviated from nor-
mality (e AMY1 and AMY2 ercyme activities). a rank-based irverse
normal transformation was appled and the transformed values were
used in the anabyses [Table 571 The original units of messwre in eadh
wariable were not affected by the rank-based inverse normal transios-
mation [Figure 51) Differences between cases and controls for con-
finuous and categosical traits were tested with Student's ¢ and Chi®
test. nespectively. The comrelation betwesn continuous traits was eval-
uated by Spearman’s Rho. The association with continuous and cate-
porical traits was assessed wsing linear and logistic regression models
adjusted for ape, sex and state. We created tertiles of AMYLAMY2
serum enrymatic activites [low, medium and high) besed on the maw
dats [Table 53). We then szsessed the sssocation betwesn different
combanations of tertiles of AMY1/AMYZ ercymatic actrety, sepa-
rately and topether, with childhood obesity. The low AMYL. low
AMYZ and aermatively the low AMY10ow AMYZ2 and medium
AMY L 'medium AMY2 ereymatic activity proups were corsidered
the reference groups. For the dietary starch intake, we used the resid-
wal model adpested for energy and residusls that were taken from a
repression analysis with starch intake (erams per day] as the depen-
dent vanzble and total energy intake (M) per day] as an ndependent
wariable. The interaction of stanch intake with AMYLASAMY 24 CN and
enrymatic activity of AMY1 and AMYZ on risk of childhood cbesity
was assessed wsing logistic regression. The varisbles of the main
effect (AMYIA/AMYZA CM and enzymatic activity of AMY1 and
AMYZ] and the interaction term were enbered info the model and
adjusted for age and sex to evaluate the effect on obesity risk. We did
not perform assocation studies betwesn ereymatic activity and CN
anid SD5-BMI 2= a contiruous trait. Obesity case control study designis
are niot compatible with these analyses and hence may result in biased
estimations of the effects™ Based on the fact that (a) the present
study s hypothesis-driven; (b several ndependent reseanch questions
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are investigated; (c] a subset of these resesrch questiors have been
previously tested n the Fterature; [d) several outcomes are not inds-
pendent; apolying a global Bonferoni comection across all the out-
comes reduces the chance of making type | errors. but noresses the
charce of making type Il o.M Therefore, two-sided Povalues
= 05 were considered sipnificant for each resesrch questior. Al statis-
tical analyses were peformed with SPSS fversion 220, IBM,
Armaonk. NY)

3 | RESULTS

31 | Characteristics of the study population

The characteristics of the 427 and 337 participants with nommal-
weight and chesity (discovery sample) are shown in Table 1. In the
decovery sample, the sverage BMI in children with cbesity was
7.5 kg/m® higher and 162 units higher with respect to SO5-BM| units.
The obesity proup contsined §.6% more boys than their nommal-
weight counterparts. The age was similar in the two groups.

32 | Correlation between serum enzyme activity
of AMY1 and AMYZ

A positive correlation betwesn the confinuous values of serum enzy-
matic actrvity of AMY 1 and AMY2 was observed in chilldren wath nor-
mal weight (Rha = 0473, P = 21 x 107" and cbesity Rho = 0217,
P = 5.7 % 107" (Figure 521

33 | Association of serum enzymatic activity of
AMY1 and AMY2 with childhood obesity

Iri children with nommal weight, ereymatic activity levels of salivary
and pancreatic amylase were higher by 14.3% and 10%, respectively,
tham in children with obesity (AMY1: 20,7 + 205 ws 356 + 194,
P = 001; AMYZ 220 + 70 vs 200 + &4, P = 5.7 = 107, Tahle 1).
Tests adjusted for age. sex and stafe also showed 3 negative associa-
tion betessen serum ensymatic activity of AMY1 and AMYZ2 as 3 con-
tinuous variable, and childhood obesity (AMY1: N = 764, OR = 0.784
[95% confiderce interval (CI95%) D974-0992]. P = 4493 x 1077
AMYZ: N = 764, DR = 0,960 [CI95% 0.938-0.983], P = 001). We then
created tertiles of low (<277 UL, medium (37.7-24.4 IUSL) and high
(=444 WAL activity of AMYL and low (<178 I/LL medium
(17.8-229 WL] and high {>22.9 IU/L) activity of AMY2 (Table 53).
The global association of AMYL ercymatic sctivity tertiles with child-
hood chesity was significant (OR = 0714 [C195% 0.597-0LB40],
P=342x 10". test adpusted for age, sex and state]. Chilldren with
meedivem and high AMY1 enzymatic activity hed a significantly lower
risk of obesity when compared to children with low AMY1 encymatic
activity (DR = 0674 [CR5% 04TI-0968]. P = 032 and OR = 0.509
[C195% 0.351-0.738], P = 242 x 107", respectively, tests adjusted for
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age, sex ared state] Simaarly, the plobal sssocation of AMYZ enzy-
matic activity tertlies with childhood obesity was sipgnificant
[OR = 0.754 [CI95% 0L4Z1-0.902], P = 002 test adjusted for age, sex
and state)l Children with high [but not medum) AMY2 enzymatic
activity had a significantly lower risk of obesity when compared to
children with low AMY2 enzymatic activity (OR - D769 [CI95%
0541-1093]L P =143 and OR - 0572 [C195% 0.400-0.81%],
P = 002, respectively, tests adijusted for age, sex and state)l. We then
tested the association of the nine combinations of AMY1/AMYZ
ereymatic activity tertiles with chilldhood obesity, based on their posi-
tive comelation in cur sample. The global association of these catego-
ries with obesity was significant (DR = 0901 [CF - 0.B57-0.948],
P = 5564 x 107", test adjusted for ape. sex and stabe). Children with
lerey-medium, medium-low, medium-high, high-low. high-medium and
high-high enzymatic actrvity of AMY1/AMY2 had a sipnificantly lower
risk of obesity when compared to children wath low-low encymatic
activity of AMYL/AMYZ [Table Z). Using children with medivm-
meedium ereyme achity of AMYL/AMYZ a5 the reference group did
riot sensibly change the results (Table 541

34 | Correlation between CMs of AMY 1A and
AMY2A genes

The CH of AMVY 1A in the whole samgle ranged from 2 to17. Sixty-one
percent of chilldren dsplayed a multiple of teo copies of AMY 1A [ie,
even CM)L Carriers of six copies of the AMYTA CN were the most fre-
guent [1B.5%) (Figwre 2). In congrast, AMY24 CH ranged from 2 to 4 n
the whole sample. Eighty-two percent of dhildren displayed two or a
multiple of two copies of AMY2A. Camiers of two copies of the
AMYZA were the most common (81.4%] [Figure 2). Children with
riormal-weight having & multiple of two copies of AMYLA were more
likety hawe two copies of AMYZA (OR 2.043
[C195% = 1.082-3.931], P = 028). Simiar pattemn was found for chil-
dren with obesity (DR = 2251 [CI95% = 1.062-4.772], P = 034). We
also found a spnificant positive cosrelation betwesn CH of AMY14
and AMYZA as continuows varables in children with normalweight
[Rho = 0179, P = 003, Table 55. However, this correlation was not
significant in chikdren with chesity (Rho = 0029, P = 707, Table 551

35 | Association between CNs of AMY14 and
AMY2A genes and serum enzyme activity of salivary
and pancreatic amylase

The CH of AMY1A and AMY2A were positively associated with serum
ereymatic activity of salivary and pancreatic amylese, respectively, n
children with normal weight (CN and encymatic activity analyred ==
continuous traits; salivary: f = 4192 + 0.325, F = 61 = 107", pancre-
atic = 3496+ 0976 P =404 x 1079 and obesity {salivary:
o= 4441 £0.23292, P = 28 x 107, pancresticc § = 6741 = 1025,
P o= 6023 x 10'“] (Figures 53 ard 54} In order to evaliate the
potential smpact of four copies of AMYZ2A on the association wath
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TABLE2  Assaciation of different .
combinations of enzyme activity of o iociniom duiend
AMY1 and AMY2 with obesity in 764 AMY1 AMY2 Weight status N (%) Obesity P
Mexican children L v Noemal 240 - -
Obese 45 (60)
L ™ Normal 45(5n  03ss 0.002
Obese W@ (0213-0708)
L H Noemal 74 0606 0.140
Obese 248 03111179
M L Noemal 54(59) 0469 0014
Obese 3@ 025609500
M ™ Normal 2047 0658 0172
Obese 46(53)  0.360-1200)
M H Normal 50165) 0295 172 x 10
Obese 27(35) (01560557
H L Noemal 052 0510 0,044
Obese 28(48)  (0.265-0981)
H ™ Noaral 5606 0347 0.001
Obese 23(30  (0187-0625)
H H Noemal 73060 029 9.436 x 10-*
Obese () (0.127-0450)
Glokial Noemal 427(56) 0901 5.564 x 102
Ooeoe 337(44)  |0B57-0.948)

Abbreviations: AMY1, salivary amylase; AMY2, pancreatic amylase,

Notes: Enzyme activity AMY1 {IU/LL L, low [<27.7), M, medium (27.7-44.4). H, high (>44.4). Enzyme activity AMY2 (IU/L), L low {<17.8) M, medium
(17.8-22.9), H_high {>22.9). Acalysis by logistic regression, model adfusted for age, sex and state. Significant P values (P < .05) are reported in bold.
*Reference group in the analysis.

serum erzymatic activity of pancreatic amylase. we performed 3 sen-
sitivity analysss without the four copies of AMY2A gene carriers. The
CN of AMY2A was still significantly associated with serum enzymatic
activity of pancreatic amylase in children with normal weight
(6 = 4074 £ 1059, P = 15 x 107" and obesity (f = 6415 = 1094,
P = 2358 x 107°). The cross associations of AMY1A CN/AMY2 enzy-
matic activity and AMY2A CN/AMY1 enzymatic activity as continuous
variables were not significant in any group of study (normal weight:
P = 653/P = 123; obesity: P = .315/P = 931) (Figures S5 and S6).

3.6 | Association of CN of AMY1A and AMY2A
genes with obesity

The association of AMYIA and AMY2A CN analyzed 25 a continuous
trait with childhood obesity was not significant (N = 451, OR - 0.985
[CI195% - 0.924-1.029] P - 584; OR - 0854 [CI95% - 0.559-1.304),
P = 465, respectively). Based on their distribution in the whole sam-
ple, we created tertiles of low (<6). medium (6-8) and high (>8) CN of
AMYIA and low {<2), medium (2) and high (>2) CN of AMY2A (-
Table 53). Again, the association of AMYIA and AMY2A with child-
hood obesity was not signficant  (ORawna = 1000472
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C95% - 0850-1178], P - 995 ORauyza =082848
[C195% - 0.543-1.323], P - 4467). Both analyses were adjusted for
age. sex, study and state. We then aeated 2 new variable resulting
from the multiplication of CNs of AMY 1A and AMY2A, based on ther
positive cor le. The association of AMYIA/AMY2A
CN combinations with childhood cbesity only showed a trend of asso-
dation when adjsted for age. sex and state (OR - 0827
[C195% - 0.672-1.017], P = 072).

in our

3.7 | Interaction between CN of AMY1A and
AMY2A genes, enzymatic activity of salivary and
pancreatic amylase, starch intake and obesity risk

In 2 subset of 198 and 120 children with normal-weight and obesity,
we then investigated if starch intake modulates the association of CN
of AMY1A and AMY2A genes, and serum enzymatic activity of AMY1
and AMY2 with chidhood obesity (Table 1). Chidren with normal
weight and obesity presented similar starch intake (g/day) (normal
weight « 926 + 35.7 vs obesity = 936 + 37.4: P « 815). The CN of
AMY 1A and AMY2A genes did not show 3 significant interaction with
starch intske on the risk of childhood cbesity when analyzed
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AMY1A copy number

Frequency (%)
coBBE8B88288

AMYZ2A copy number

separately (CH and starch ntake analyzed as continuous traits, tests
adjusted for age and sex, Table 31 Similar nonsignificant results were
chserved for the AMY1ASAMY2A CN tertidle combinatiors (Table 3). In
contrast, the ercyme activity of AMY1, AMY2 displayed a significant
interaction with starch intake when tested with the risk of childhood
ohesity (CH and starch inkake arclyzed a5 continuous traits, fests
adjusted for age ard sex. P = 4% and P = 047, respectively, Table 3).
Similarly, the combanations of tertiles of enzyme activity of AMY1 and
AMY2 showed a sipnificant interaction with starch intake on the risk

FIGURE 2 Distrbutions of

L&) AMY 1A and (B] AMY2A copy numbers
n 451 Mexican children (277 with normal
weeipht and 174 with chesity)

@ Hormal weight
B0 Cbesiy

10 11 12 13 14 15 16 17

B MNomal weight
B Obesity

of childhood obesity (P = (023, Table 3. To confirm the interaction
between the combnation of ARYL/AMY2 ercymatic activity, starch
intake and ocbesity, we used combinations of tertiles of enoyme activ-
ity of AMYL and AMY2 and tertiles of starch intake [Table 531 We
confemed a significant interaction between the combinstions of
tertibes of encyme activity of AMY1 and AMY2 and tertilles of starch
intake [P = .00d]. Post-hoc arclyses confirmed that the combanations
of tertibes of AMY] and AMY2 encymatic activity were associated
with chiklhood cbesity n the medium and high tertiles of starch

TABLE 3  Interaction of starch intake with AMYLA/AMY2A copy numbers and enzyme activity of AMY1 and AMY2 on risk of childhood
ohesity
Association
Interaction of starch intake with: Mormal weigh/Dbesity (N OR [95% IC] F
AMY1A copy number 191117 0599971 0.999-1.001) h2a
AMYZ2A copy numbser 162789 1.001 [0.598-1.004) £25
Combénations of AMY14 and AMY2A copy numbers 142 /&9 1.00015 {0.99953-1.00077) 45
(LLALMLH ML MM MHHIL HM HHY
AMY1 enzyme activity 1E2115 0579288 {0999 TT7-0.999999) 049
AMY2 enzyme activity 182115 0599730 [0.999481-0.999997) 047
‘Combinations of AMY1 and AMYZ enzyme activity 1E2115 059990 |D.99981-D.99979 023

(LLALMLH ML MM MHHIL HM HH)

Abbreviations: LL, low-low; LM, low-medium: LH, low-fighc ML medivm-lov; MM, medium-medium; MH, medium-highc HL, high-low; HM, high-mediom;

HH_ high-high

Notes: Analyses by logistic regression model sdusted for age and sex. Sgnificant P walues [P < 05) are reported in bold.
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intake [P = 012 and P = 006, respectively), but not in the low stardh
iritzlee subproup [P = 77) (kests adpusted for ape and sex, Fgure 21

38 | Meta-analysis of association of the CN of
AMY1A gene with childhood obesity in the Mexican
population

Sance two larper Mexican coborts pressously reported an sssociation
between AMY1A CN and childhood abesity, ™" the lsck of associa-
tion in our sample may be related to modest siatistical power. We
therefore performed 3 meta-analysis using irdividusl perticipant data
from four independent Mexican case control studies (Noges, = 1407,
Nnormal eigs = 1693, Table 51). The mean ON was lower in children
with ohesity compared to normal weight (64 2 2.8 copies vs 69 = 6.4
cogies. P = 10x 107% A significant regative associstion was fourd
between AMY1A CN as a contiruous variable and childhood obesity
[OR = 0937 [CI95% = 09120962 P = 2.0 x 107%, Table 56 We
then categorized the AMY 14 ON using tertiles (low (=5, medium (5-8]
ard high [~Bll based on thewr distribution i the whole sample
M = 31000 Again a significant nepatrve association beteeen AMY 14
CM  amd childhood obesity was observed (OR oaoF
[CI95% = 0.725-0.E97], P = 7.5 x 107°, Table 57) Both tests were
adpusted for age, sex, study and state. Sex and state, but nok age and
study. were significantly associated with childhood obesity in bath
regression madels (Tables 546 and 57).

4 | DISCUSSION

Wie focused our research in Mesican children whao are characterized
by high-dietary intake of starch and high prevalence of obesity. We
ewvidenced [a) 2 pos#ive correlstion befweesn ARMYL/AMY2 serum
enrymatic sctivity in children with normal weight snd obesity; [B) a
negative association between the ssrum encymatic activity of AMY1,
AMYZ and their combinatiors and cheldhood obesity in mdividuals

R Wi Ev Lo

eating medium/high amount of starch; 3) a contrasted patbern of cor-
relation between AMY1A and AMYZA CMs in children with normal
weeipht and cbesity; (d] a postive sssoostion betwesn AMYLAS
AMYZA CHs and AMYL1SAMYZ serum enzymatic activity in children
with mormal wesght and obesty; {2} a trend of associatbion befwesn
AMY1AJAMY2A CM combinations and childhood obesity; (f) a compel-
ling association between AMY1A CN and childhood obesity in a meta-
analysis of >3000 participanits.

Dur results are consistent with the existing Frerature Az an ilus-
tratior. the negative association betwesn AMY1A CN ard childhood
obesity ocbserved in owr meta-analysis of Mexican participants
supported findings from two previous studies in the Mesican popula-
tizn. ™" While mast of our firdings (points 1-5 as cited above] have
been evidenced for the first time in the Mexican population, they are
in line with previous reparts of European chidren and adults. "7
Carperter et al evidenced a correlation between AMY1TAJAMY2A CMs
in European adults.*® Similarly, Falchi et al reported a positive associa-
tion between AMYLASAMYZA CHs and AMY1/AMYZ2 serum erey-
matic sctivity in French individuals with marbid cbhesity.”” Strong
negative associations between AMY1 or AMYZ enzymatic activity
and BM| were also reposted by Bornefond et al in the French popula-
tion.'” Additionally, Rukh et al eviderced that dietary starch intake
modifies the relztion between AMYLA CN and BMI in Swedish adult
participants”® Our data contributes to urvel a biokogical mechanizm
thiat results in high penetic predisposition to obesity in Mesican chil-
dren. & penetically determined low'high salivary and pancreatic amy-
ase actrerty can increase/decesse the sk of obesity in children with
a medium/high-starch diet. The assodiation betwesn deficient diges-
tion of starch, as induced by low encymatic activity of AMY1 and
AMY2 amylases, and obesity may seem couner-inkusive at o first
chinoe. However, recent data suppest that it could represent 3 case of
inbestinal diyshiosis given the contribution of oliposaccharides as a
substrate to the gut microbiota™” This is ibustrated by the significant
smsociation bebween AMY 14 ON and Prevotella bactera sbundance in
the gut microbiome of Mexican children and adults reported by Leon-
Mimila et al.™ Considering the important role of gut microbicme

Combinations of AMY1 and ANYZ enzyrrastic activity (ILL)

pelriteraction= 0004

[prands= 0,774

Modium

parand= L2

piresd= SO0

Starch intake tertiles

FIGURE 3 Associztion of different combinatiors of tertiles of encyme sctivity of AR and AMY 2 with obessty risk ;n tertles of stanch
irtake. Myow starch mtsion = 105; Mpsmm soreh e = 108; Myigh worch intse = 105. Data as freguency of obesity. P-interaction and P-trend by logistic

regressicn model adjusted for age and sex
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composition in the repulation of enercy balance, ™ deciphering the
impact of AMY1A/AMYZA CNs/enrymatic activity of AMY1 and
AMY2 on the whole gut microbiome diversity and on bacterial amy-
lase activity in feces represents an important direction of research for
the future. Owr study provides 2 compelling penetic link betwesn car-
bohywdrate metabolism and risk of childhood obesity in the Mexican
populstion. This finding provides insight into onginal biclogical medha-
nisms undertying obesity, 2 well as a rationale for the investigation of
innovative obesity treatments bazed on the manipulation of dipestive
erayme levels.

Our study has several strengthes. This is the first report that
describes the associations of AMYZA CH with AMY2 ennymatic activ-
ity and AMYLIAMY2 enzymatic activity with obesity in Mesican chil-
dren. 'We focused our resesrch on Mexican children, a taditionally
under-irvestipated but highly relevant population characterized by
high-starch intake and high prevalence of obesity. We used innovative
technologies and sophisticated analyses for AMYLAJAMYZA CN,
senum enzymatic activity of AMY1 and AMYZ, starch intake consumg-
tion and childhood obesity, and our study can therefore be considered
as the most exhaustive repart to date in the Mesdcan population.” ™
Our study displays a lower risk of obesity in the high-high AMY1/
AMY2 enrymatic activity subgroup. Owr results further elucidate how
these effects can be totally blunted by a low-starch deet

Nevertheless. our study also presents several imitations. We ane
aviare that cur experimental design was modestly powered for a sub-
set of analyses. We also ackriowledge that we used liberal cut-offs for
sgnificarce (tewo-sded P < 05), and we sbrongly recommend that
navel assodations should be replicated in independent Mesican sam-
ples. We did not study Mexican adulis and did not provide data on
gut micrabiome and bactenial amylase snzymatic activity. Lastly, we
combined CN data penciyped by different methods in our meta-
analysis of association between AMYIA CN and dhildhood obesity.
Whille there is no doubt that the AMY1ATAMY2A CN detection accu-
racy varies depending on the hboratory method used, the absence of
betwseen-study heterogeneity in our mets-analysis sugpests that the
impact of methodological bizs, at least with respect to the AMY1A
M. may be minimal 7

In conclusion, our data suggests that gemetically determined
lowe'bigh salivary amd parcreatic amylese activity can nonesse/
decrease the risk of obesity by two-times in a case controd Mexican
pediabric populsticn, with the effect being blurted by a low- dietary
intake of starch. Owr study contributes o unveil a biokogical mecha-
ne=mi that predisposes to childhood obesity, and paves the way of
Fufiure: nutrigenomic interventions based on dietary recommend ations
adapted to specific genetic/biomarker profiles in Mexican children.
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1 | INTRODUCTION

In the last three decades cbesity rates have reached the point of a
global epidemic. In 2018, after the United States, Mexico had the

Abstract

Background: The association of gut microbiota with obesity and its cardio-metabolic
complications in paediatric populations is still controversial.

Objective: We investigated the association of obesity and cardio-metabolic traits
with gut microbiota on 167 and 163 children with normal weight and obesity from
Mexico City and Oaxaca, Mexico.

Methods: Anthropometric and biochemical traits were measured. The microbial com-
munities were determined by high-throughput sequencing of bacterial 165 rRNA
gene v3-v4 region.

Results: The gut microbial community structure was associated with obesity and
fasting plasma insulin (FPI} in Mexico City (Posessy = 0012, Py = 0.0003) and
Oaxaca (Poyey, = 0.034, P, = 0.016), and with triglycerides (TG) in Oaxaca
(P = .0002). The Firmicutes/Bacteroidetes ratio was positively associated with TG in
Oaxaca (P = .003). Firmicutes and Bacteroidetes phyla were positively and negatively
associated with obesity (Mexico City: Pp,. e = 0013, Py ciseses = 0.009) and TG
(Oaxaca: Pramscutes = 0.002, Ppaciormssets = 0.004). In Oaxaca, Vemrucomicrobia was
negatively associated with obesity (P = .004). In Mexico City, the bacterial genus
iim, Anaerostipes and Intestinibacter were associated with obesity and FPI, while in
Conclusion: The gut microbial community structure in children is associated with
obesity and FPI in Mexico City, and with obesity, FPl and TG in Oaxaca.

KEYWORDS

secordd highest rate of obesity in the world. According to the 2016
national survey of health and nutrition in Mexaco, 15.3% of 5 to
11 year-old, 13.9%, 12 to 19 year-old, and 33.3% of adults had obe-
sity.” This disorder is associated with 2 significantly increased risk of
health complications including type 2 diabetes, cardiovascular dsease,
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certain types of cancer and premature ali-cause adult mortality.” Obe-
sity results from the complex interplay of environmental, societal,
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Context: Rare partialicomplete loss-of-function mutations in the melanocortin-4 receptor
(MC4R) gene are the most common cause of Mendelian obesity in European populations, but
their contribution to obesity in the Mexican population is unclear.

Objective and Design: We investigated whether deleterious mutations in MC4R contribute to
obesity in Mexican children and adults.

Results: We provide evidence that the MC4R p.lle269Asn (rs79783591) mutation may have
arisen in modern human populations from a founder event in native Mexicans. The MC4R
Isoleucine 269 is perfectly conserved across 184 species, which suggests a critical role for

the amino acid in MC4R activity. Four in silico tools (SIFT, PolyPhen-2, CADD, MutPred2)
predicted a deleterious impact of the p.lle2694sn substitution on MCAR function. The MC4R
p.lle269Asn mutation was associated with childhood (N, =952, N__ = 661, odds ratio
(OR) = 3.06, 95% confidence interval (95%CI) [1.94-4.85]) and aduit obesity (N__ = 1445,
N, = 2487, OR = 2.58, 95%CI [1.52-4.39]). The frequency of the MC4A p.lle269Asn mutation
ranged from 0.52 to 0.59% and 1.53 to 1.59% in children and adults with normal weight and
obesity, respectively. The MC4R p.lle269Asn mutation co-segregated perfectly with obesity in
S multigenerational Mexican pedigrees. While adults with obesity carrying the p.lle269Asn
mutation had higher BMI values than noncarriers, this trend was not observed in children. The
MC4R plle269Asn mutation accounted for a population attributable risk of 1.28% and 0.68%
for childhood and adult obesity, respectively, in the Mexican population.
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CLINICAL RESEARCH ARTICLE

Causal Association of Haptoglobin With Obesity in
Mexican Children: A Mendelian Randomization Study
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Context: Little is known about the association between haptoglobin level and cardiometabolic
traits. A previous genome-wide association study identified rs2000999 in the HP gene as the
stronger genetic contributor to serum haptoglobin level in European populations.

Objective and Design: We investigated the association of HP rs2000999 with serum haptoglobin
and childhood and adult obesity in up to 540/697 and 592/691 Mexican cases and controls,
respectively. Anthropometric and biochemical data were collected. Serum haptoglobin was
measured by an immunoturbidimetry assay. HP rs2000999 was genotyped using the TagMan
technology. Mendelian randomization analysis was performed using the Wald and inverse
variance weighting methods.

Results: Haptoglobin level was positively assodiated with childhood and adult obesity. HP
rs2000999 G aliefe was positively associated with haptoglobin level in children and adults.

HP rs2000999 G allele was positively associated with childhood but not adult obesity. The
association between HP rs2000999 and childhood obesity was removed after adjusting for
haptoglobin level. In a Mendelian randomization analysis, haptoglobin level genetically
predicted by HP rs2000999 showed a significant causal effect on childhood obesity by the Wald
and inverse variance weighting methods.

Conclusion: Our data provide evidence for the first time for a causal positive association
between serum haptoglobin level and childhood obesity in the Mexican population. Our study
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| observational Study

Association of rs2000999 in the haptoglobin gene
with total cholesterol, HDL-C, and LDL-C levels in
Mexican type 2 diabetes patients

Fermando Suarez-Sanchez, PhD®, Miguel Vazquez-Moreno, MS®, Ema Herrera-Lopez, MS®,
Jaime H. Gomez-Zamudio, PhD®, José J. Peralta-Romero, PhD?, Osvaldo D. Castelan-Martinez, PhDP,

Miguel Cruz, PhD®, Esteban J. Parra, PhD", Adan Valladares-Saigado, PhD™"

Abstract

and low-density ipoprotein cholesterol (LDL-C) and total cholesterol (TC) levels, which are important risk factors for cardiovasoular
diseases. However, the assodation of r=2000999 with serum fipids in Latin Amencan diabetic populations is stil uncharactenzed.
Here, we andyzed the association of rs2000099 with TC, high-denaity Ipoproten cholesterol (HDL-C), and LDL-C levels in 546
Mexican adults with type 2 diabetes {T2D) and in 654 controis wathout T20. In this observational case-control study we included
adults from 4 centers of the Mexican Social Security Institute in Mexco City recruited fom 2012 to 2015. TC, HDL-C, LDL-C,
tiglycendes (TG), and glucose levels wers measured by an enzymatic colorimetric method. The variant rs2000999 was genotyped
using TagMan raal time polymerase chain reaction. The percentage of Native-Amencan ancestry showed a negative association with
the rs2000999 A alele. In contrast, the rs2000999 A alele had a strong posiive association with Europsan ancestry, and to a lesser
mmmm Linear regression was used to estimate the association between the variant r=2000899 and pid
concentrations, using different genetic modals, Uindar codominant and recessive models, 2000995 was significantly associated
wihTCudLDL-Cb\dsnhTiomandnmmm In addition, the group with T2D showed a significant
association batween the vanant and HOL-C levels. In summary, the rs2000999 A allele in Mexican population is positively associated
with the percentage of Europsan and negatively associated with Native American ancestry, Camers of the A allsle have increased
fevels of TC and LDL-C, independently of T2D diagnosis, and also noreased concentrations of HOL-C in the T2D sample.
Abbreviations: GWAS = genome-wide association study, HOL-C = high-density fpoprotein cholestarcl, HP = haptoglobin-
moocigm LDL-C = low-densty kpoprotein cholesternl, SE = standard error, T2D = type 2 diabetes, TC = tolal cholesterol, TG

Keywords: haptoglobin, HDL-C, LDL-C, Mexican population. rs2000999, tota cholesterol, type 2 diabetes
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1. Introduction

The National Institute of Statistics and Geography (INEGH)
reported in 2018 that cardiovascular discases are the primary
cause of death in Mexico.!"! The most important risk factors for
the onset of these discases are high levels of total cholesterol (TC),
low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), triglycerides, and
low levels of high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C).
Genetic studies of the loci associated with lipid levels have
enabled the identification of polymarphisms that may serve to
develop new approaches for the prevention and treatment of
cardiovascular diseases. In particular, our research group has
collaborated with other research institutions with the objective of
characterizing the loci associated with dyslipidemia in the
Mexican and Hispanic populations. In a genome-wide associa-
tion study {GWAS), we found that the genes, CELSR2, ZNF259/
APOAS, KANK2Z/DOCK6 and NCAN/MAU2, were associated
with TC levels; CELSR2, APOB, and NCAN/MAU2 with LDL-
C levels®; and DAGLB with HDL-C levels.”*! The same GWAS
study failed to find an association between the haptoglobin-
encoding (HP) gene (located at chromosome 16g22.2) with lipsd
levels. However, previous studies have showed that the A allele of
the rs2000999 polymorphism i HF is associated with high levels
of TC and LDL-C. It has been proposed that the rs2000999 A
allele, which is associated with reduced HP expression, has
decreased antioxidant peotection for APOE, contributing to
elevated cholesterol levels.!*
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1 T INTRODUCTION

Ahbstract

The polymorphisms rs3758391 and rs1800470 located in SIRT] and TGF-BI have
been associated with type 2 diabetes in different popalations but its functional effect
is not clear. In this study, we evaluated their effect on the expression of SIRT! and
TGF-! in peripheral blood as well as their participation in the formation of DNA-
protein complexes in a pancreas-derived cell line. It has been described that SIRTY
and TGF- participate in cell growth and regulation of production and secretion of
insulin in the pancreas. Anthropometric and biochemical profiles of 127 adults were
measured. Genotypes for rs3758391 and rs 1800470 were determined using TagMan
assavs, Expression analysis of SIRT] and TGF-pJ were performed using real-time
PCR. Gene expression of these genes increased 1.8 + 0.6- and 1.3 = 0.6-fold in
patients carrying the TT genotype of rs3758391 and rs1800470 when compared to
carriers of the CC genotype. Then, we tested whether these single-nucleotide poly-
marphisms (SNPs) (and rs032658, which is in linkage disequilibrium with rs3758391)
are located in regulatory DNA-protein binding sites by electrophoretic mobility shift
assays using nuclear extract from the pancreas-derived cell line BxPC-3. The elec-
trophoretic mobility shift assay showed no binding of nuclear proteins to DNA. In
conclusion, the genotypes of rs3758301 and rs IROM470 are associated with modifica-
tions in the expression of the gencs SIRTY and TGF-RJ, respectively, but none of the
tested SNPs are located in regulatory DNA-protein binding sites.

EEYWORDE

diabetes. rs | BI040, 3758391, Y3658, SIRTY, TGF-pf

components, which have different effect sizes with com-
plex and still not well comprehended interactions (Barroso

The prevalence of metabolism-related discases has increased
worldwide in the last few decades. One of these discases
is type 2 diabetes (T2D), which is characierized by hyper-
glycemia and insulin resistance in adipose, liver, and mus-
cle tissues as well as decreased insulin secretion capac-
ity by P cells {American Diabetes Association, 2018). T2D
is a multifactorial disease with environmental and genetic

& McCarthy, 2019). In particular. genome-wide associa-
tion studics {GWAS) have identified more than 400 single-
nucleotide polymorphisms (SMNPs) associated with T2ZD
andior the severity of comorbidities such as cardiovascu-
lar discase, hypertension, retinopathy, nephropathy, and dia-
betic foot, among others (Barroso & McCarthy, 2019; Maha-
jan et al, 2018; Raina ct al, 2015; Scott et al., 2017}
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Abstract

The organic caton transparters OCT1 and OCT2 and the muftidrug and toxin extrusion transporter MATE, encoded by the SLC22A1, SLC22A2,
and SLC47AI genes, respectively, are responsible for the absorption of metformin in emerccytes, hepatocytes, and kidney cells. The am of this study
was to evaluate whether genetic variations m the SLC22A1, SLC22A2, and SLC4TAT genes coudd be associated with an altered response to medformn
in patients wich type 2 dabetes melitus. A cohort study was conducted in 308 individals with a dag! of type 2 disbetes meflitus of less than
3 years and who had metiormin monotheragy. Three measurements of blood ghycated hemoglobin (HbA ) were obtained at the beginning of the study
and after 6 and |12 months. Five polymorphisms were analyzed i the SLC22A1 (rs622342, rs62803 1, rs594709), SLC22A2 {rs316019), and SLC47A)
(rm’mbyru!-m chain reaction. The results showed 2 significant assocation among genotypes CC.rsf22342 (4 = |36

.001). AA-rs628031 (# = 0.98;P = .032).and GG-rs5MT09 (4 = 1.21;P = 016) in the SLC22A) gene with an increase in HbA; levels during the

hlow-

perod. MaWammMnhC&MﬂGWwﬁnmmHMuIevdscmvparbdwme

y haplotype (AGA). In conclusion, the genetic variation i the SLC22AT gene was significantly relaced to the varagon of the HbA .
lmkmmporuntndamrdd)tm:omvdndabmpmemThsniomnnonnuyconmhx:m»dmmpwmummmmxndmpomc

to metformin before starting their therapy.

Keywords
Type 2 dabetes mellitus, metformin, SLC22AJ, SLC22AZ, SLCATAI

Diabetes mellitus is a chronic discase that occurs when
the pancreas does not produce or sccrete sufficient
insulin or when the body is not able to usc this hormone
effectively: thus, glucose does not appropriately become
incorporated into the cells, and a hyperglycemic state
1s generated. Initial treatment in patients with diabetes
mellitus 1s a combination of changes in lifestyle. mainly
healthy cating and exercise: in addition, the usc of
drugs can be reccommended. Metformin 1s the drug
of choice to treat diabetic patients duc to its low
cost and cuglycemic cffectivencss Additionally, in
contrast to other medications. metformin does not
causec hypoglycemia or hyperinsulinemia, common
side cffects associated with other antidiabetic drugs.’
Mectformin is not metabolized and is excreted un-
changed in unne. with a half-life of ~5 hours. The
classic functional mechanisms of metformin are
decreasing the state of hepatic energy. decreasing
hepatic glucose production and fatty acid synthesis,

61

as well as reducing gastrointestinal glucose absorption
and improving peripheral sensitivity to insulin.?
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