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RESUMEN

El sindrome metabdlico (SM) es un conjunto de factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad cardiovascular
y diabetes tipo 2 (DT2), primera y segunda causas de muerte en México. La obesidad abdominal es uno de los
principales componentes del SM. En este contexto, en México el sobrepeso y la obesidad en nifios y adolescentes
ha ido incrementando en los ultimos afios. Ante este problema de salud es importante estudiar la influencia de las

variantes genéticas que predisponen al desarrollo del SM y sus principales factores de riesgo.

En estudios previos se han observado que las variantes no patogénicas en los genes ABCA1, ECA, FTO, HHEX, HNF4A,
KCNJ11 y PPARG se han asociado con el riesgo a desarrollar DT2, tanto en la poblacidn mexicana como en otras
poblaciones caucasicas, por lo tanto, el objetivo de este estudio fue investigar la asociacion entre las variantes
genéticas rs9282541-ABCA1, rs4646994-ECA, rs9939609-FTO, rs1111875-HHEX, rs1800961-HNF4A, rs5219-KCNJ11,
rs1801282-PPARG con el SM en nifios de 9 a 12 afios de edad.

Se seleccionaron seis Escuelas Primarias del municipio de Chimalhuacdn, Estado de México, reuniendo a 477
participantes a quienes se aplicé un cuestionario de: antecedentes heredofamiliares, nutricional y la evaluacion del
desarrollo puberal por la escala de Tanner; se tomaron medidas somatométricas y se realizaron cuantificaciones
bioquimicas en suero sanguineo. El SM se clasificd de acuerdo con la definicién de Sarah de Ferranti. Se realizo la
genotipacidn de los polimorfismos con PCR-tiempo real usando sondas TagMan; para el gen ECA la genotipacion se

hizo por PCR punto final.

Para encontrar la asociacién entre las variantes genéticas y el SM, se realizaron regresiones logisticas multinomiales
bajo el modelo dominante ajustando por edad, sexo, percentil de indice de masa corporal (pIMC) y desarrollo
puberal. Como medida de asociacidn se obtuvo la razén de momios con intervalo de confianza del 95 % (OR, IC 95
%) y una P < 0.05. Asimismo, se hicieron asociaciones entre los genotipos y los diferentes componentes del SM. Para
evaluar el efecto de cada variante genética sobre los factores de riesgo para el SM se hicieron correlaciones bajo el

modelo dominante ajustando por las variables edad, sexo, pIMC y desarrollo puberal.

Se encontré una frecuencia del SM de 25.4 %; asimismo, 18.9 % presento resistencia a la insulina (indice metabdélico
> 7.0). Es importante mencionar que no hubo diferencia significativa en la ingesta de alimentos entre los nifios con
SM vy sin SM. De manera interesante, la variante rs1800961 del gen HNF4A se asocid con circunferencia de cintura
> p75 (OR=1.20; 95 % Cl 1.09-4.50; P = 0.029) y con la presencia de SM, OR=2.31; IC 95 % (1.10-4.83); p = 0.026.
Este hallazgo resalta la influencia que tienen los polimorfismos en el desarrollo de la patogénesis del SM; sin
embargo, es necesario investigar cual es la funcién especifica dentro de esta patologia. La alta prevalencia de nifios
con SM vy resistencia a la insulina colocan a esta poblacion en riesgo de desarrollar, de manera temprana,

enfermedad cardiovascular y DT2.

Palabras clave: Sindrome metabdlico, nifos, variantes no patogénicas, rs1800961-HNF4A.



ABSTRACT

Metabolic syndrome (MetS), a cluster of risk factors, leads to cardiovascular disease, and type 2 diabetes
(T2D), first and second cause of mortality in Mexico. Abdominal obesity is one of the main components of
MetS. In the last years overweight and obesity has increased in Mexican children and adolescents. Therefore,
is important to study the influence of genetic variants that predispose the development of MetS and its risk

factors.

The present study aimed to investigate the association between rs9282541-ABCA1, rs4646994-ACE,
rs9939609-FTO, rs1111875-HHEX, rs1800961-HNF4A, rs5219-KCNJ11, and rs1801282-PPARG genetic variants
in Mexican children aged 9 to 12 with MetS.

Four hundred seventy-seven children from six selected elementary schools of Chimalhuacdn Municipality,
Estado de México, participated in the study. Questionnaires were applied to know hereditary diseases,
nutritional habits and Tanner’s scale. Standardized procedures were used to evaluate somatometric
measurements. MetS were classified according to the Sarah De Ferranti criterion. Biochemical parameters
were measured, and genotypes were performed using TagMan probes. The ACE gen was genotyped by end

point PCR.

Logistic regression under a dominant genetic model was used to analyze the association between genetic
variants and MetS. The Odds ratio and 95 % Cl was used to find association. Likewise, logistic regression under
a dominant genetic model was used to analyze the association between genetic variants and the components
of MetS. Correlations under a dominant genetic model were made to evaluate the effects of each genetic

variable studied on the metabolic risk factors.

The prevalence of MetS was 25.4 %, and 18.9% of children presented insulin resistance (metabolic index >
7.0). There were no observed differences in dietary intake between children with MetS and without MetS.
The T130I variant was associated with a waist circumference percentile >75th (P = 0.029). Under dominant
model MetS was associated with rs1800961-HNF4A variant, OR = 2.31; 95% Cl (1.10-4.83); p = 0.026. The
significant association between rs1800961-HNF4A and MetS in children highlights the active role of genes in
MetS development. The high prevalence of children with MetS and insulin resistance place this population at

a high risk of early cardiovascular disease and T2D.

Keywords: Metabolic Syndrome, children, genetic variants, rs1800961-HNF4A.
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Introduccion

INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SM) se define como un grupo de factores de riesgo que incluye hipertension arterial,
concentraciones elevadas de glucosa en ayuno, dislipidemia y obesidad central, que en conjunto predisponen
al desarrollo de comorbilidades, particularmente diabetes tipo 2 (DT2) (Wilson et al., 2005) y enfermedades

cardiovasculares (ECV) (Isomaa et al., 2001).

El diagndstico del SM en nifios y adolescentes depende del criterio seleccionado por el médico, y es de suma
importancia diagnosticarlo para conocer el riesgo a desarrollar enfermedades crénico-metabdlicas en la vida
adulta. El criterio propuesto por Sarah De Ferranti es de uso pediatrico y tiene sus bases en la clasificacion del
Adult Treatment Panel Ill; éste considera la edad, el sexo y el estadio de pubertad, por lo cual es ampliamente

usado en estudios del SM en nifios (de Ferranti et al., 2004).

El desarrollo del SM involucra tanto factores ambientales como genéticos; y de hecho, algunos estudios
indican que cada componente del SM tiene sus bases genéticas y que la expresion de éstos depende, en gran
manera, de su control genético, el cual esta influenciado por la exposicion a diferentes ambientes (Ladd-

Acosta & Fallin, 2016).

Debido a la alta prevalencia de obesidad y DT2 en la poblacion mexicana, este estudio tiene como objetivo
investigar si existe una asociacion entre las variantes genéticas en los genes ABCA1, ECA, FTO, HHEX, HNF4A,

KCNJ11y PPARG y el SM, asi como cada uno de sus factores de riesgo en la poblacién infantil mexicana.

SINDROME METABOLICO

El SM es un grupo de factores de riesgo cardiovascular y DT2 como: la obesidad abdominal, la dislipidemia, la
intolerancia a la glucosa y la hipertension (Eckel et al., 2005). También, son consideradas otras anormalidades
como el estado protrombético y proinflamatorio crénico, el higado graso no alcohdlico y la apnea del suefio.
Dado que tiene multiples componentes, no existe un criterio diagndstico aceptado internacionalmente.
Muchas organizaciones han propuesto diversos criterios para la definicién y el diagndstico de esta entidad. La
Organizacién Mundial de la Salud en 1998 fue la primera en introducir al SM en la practica clinica (K. G. Alberti
& Zimmet, 1998), seguida del Grupo Europeo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina (EGIR por sus siglas
en inglés) que propuso en 1999 sus propios criterios y empled el término de sindrome de resistencia a la
insulina, mas que SM (Einhorn et al., 2003). En 2001, el Panel de Expertos del Programa de Educacion Nacional
de Colesterol de EE. UU. (ATP IIl) introdujo sus propios criterios y establecio la presencia de tres de cinco
factores que incluian obesidad abdominal, medida por el perimetro abdominal; hipertrigliceridemia,
colesterol HDL bajo; presidn arterial (PA) elevada > 130/85 mmHg y glicemia elevada incluyendo DT2 (“Third
Report of the National Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and

Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel IIl) Final Report.,” 2002).

14



Introduccion

La American Association of Clinical Endocrinologists (AACE) modificd en 2003, los criterios del ATP Il para
destacar el papel central de la resistencia a la insulina y de nuevo lo denominé como sindrome de resistencia
a la insulina como el EGIR (Einhorn et al., 2003). Por su lado, la Federacién Internacional de Diabetes (FID) en
el 2005 publico sus criterios y dejé como factor principal a la obesidad sumado a dos de los siguientes:
hipertrigliceridemia, colesterol HDL bajo, PA elevada > 130/85 mmHg, glicemia > 100 mg/dL incluyendo DT2
y reconociendo las diferencias étnicas para la obesidad abdominal (G. Alberti et al., 2006). En 2005 la American
Heart Association (AHA) y el National Heart Lung and Blood Institute (NHLBI) publicaron sus criterios y
consideraron que la poblacién con perimetro abdominal limitrofe (hombres entre 94 y 101 cm y mujeres entre
80 y 87 cm) pueden exhibir caracteristicas de resistencia a la insulina como: DT2, sindrome de ovario
poliquistico, higado graso, proteina C reactiva > 3 mg/dL, microalbuminuria, glicemia post-carga alterada y

apoB elevada (K. G. Alberti & Zimmet, 1998).

Al igual que en los adultos, en nifios y adolescentes no existe un consenso general para la definicion de SM.
En 2007, la FID publicé una nueva definiciéon basada en estudios previos que investigaron la prevalencia del
SM en nifios y adolescentes utilizando una versiéon modificada de los criterios para adultos. Debido a los
problemas de desarrollo que presentan las diferencias por edades, la nueva definicién incluye tres grupos

etarios: de 6 a 9 aflos, 10 a 15 afios y de 16 afios 0 mas (Zimmet et al., 2007) (Tabla 1).

Tabla 1 Definicién de la FID del grupo de riesgo y el SM en nifios y adolescentes
Obesidad ., Glucosa
Grupo de edad . . Tensidén
N (percentil Triglicéridos HDLc . (mmol/L) o
(aiios) . arterial
Cintura) DT2
No se puede diagnosticar el SM, deberan realizarse mas mediciones si
Deb6a<10 > 90 percentil | hay antecedentes familiares de SM, DT2, dislipidemia, enfermedad
cardiovascular, hipertension y/u obesidad.
>5.6 mmol/L
(100 mg /dL) o
. Tension DT2
2 90 percentil o
o delumbral | 21.7mmol/L | <1.03 mmol/L sistdlica>130 |
10a<16 dul ] mmHg o Si 2 5.6 mmol/L
para adultos, sl | (> 150 mg/dL) | (<40 mg/dL) | diastélicaz 85 | S recomienda
es inferior mmHg una prueba
postprandia de
toleranciaala
glucosa
>16 Usar los criterios de la FID para adultos
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Introduccion

También existen otras definiciones derivadas del ATP Il como la de Cook (Cook et al., 2003) y la de Ferranti
(de Ferranti et al., 2004), cuyos parametros se resumen en la Tabla 2 y basta con que el individuo tenga tres
de estos criterios para hacer el diagndstico. Ambas modificaron los criterios del adulto para aproximarse a los
datos representativos obtenidos de referencias pediatricas como el NCEP pediatric panel report, la Asociacion
Americana de Diabetes tipo 2 en nifios y adolescentes, asi como en el informe de trabajo en el diagndstico y

tratamiento de la hipertension en la infancia.

Tabla 2 Diagnéstico del SM en adolescentes basado en el criterio ATP Il
Perimetro de cintura = percentila 90 Cook
' Perimetro de cintura > percentila 75 Ferranti
Colesterol HDL < 40 mg/dL Cook
’ Colesterol HDL < 50 mg/dL Ferranti
Triglicéridos = 110 mg/dL Cook
’ Triglicéridos = 100 mg/dL Ferranti
Cook
4 Presion arterial > percentila 90
Ferranti
Intolerancia a la glucosa Cook
’ Glucosa en ayuno > 110 mg/dL Ferranti

Teniendo en cuenta que la obesidad en México ha aumentado, es muy probable que en nifios con peso mayor
a la centila 95 y en nifios con acantosis nigricans, la cifra de SM sea mayor al 50 % (Riesgo, 2011). De acuerdo
con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2016, la prevalencia de sobrepeso y obesidad
en nifios mexicanos aumenté en 33.2 %. De este modo, la obesidad es uno de los factores de riesgo mas
importantes para desarrollar SM, como lo revela un estudio realizado en los EE.UU. donde los mexico-
americanos (5.6 %) son el grupo de mayor prevalencia seguido por los caucasicos (4.8 %) y en ultimo lugar los
afro-americanos (2.0 %) (Cook et al., 2008). La importancia de identificar a los nifios bajo riesgo de desarrollar
SM no se puede subestimar, pues las circunstancias in Utero y durante los primeros afios de vida, la diabetes
gestacional, el bajo peso al nacer, la alimentacion, la situacion socioecondmica y los factores genéticos estan
contribuyendo a que nifios y adolescentes sufran afecciones como la obesidad, trastornos de la glucosa en
sangre y finalmente SM (G. Alberti et al., 2004). México en la década pasada llegd a ser el primer lugar en

obesidad infantil y éste sigue siendo un problema de salud publica. El criterio propuesto por De Ferranti tiene
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puntos de corte con los que se abarca una mayor poblacién con la que se pueda evaluar de una mejor manera

la efectividad de las politicas dirigidas a atender el problema.

PREVALENCIA DE SINDROME METABOLICO DE NINOS Y ADOLESCENTES EN MEXICO

La prevalencia de SM en la infancia se incrementa en los nifios y adolescentes obesos. En un estudio realizado
en 2010 en adolescentes (12 a 16 afos) de la Ciudad de México, la prevalencia de SM utilizando los criterios
modificados de la ATP IlI, fue de 12.5 %, de donde 11.5 % correspondio a los varones y 13.5 % a las mujeres
(Cardoso-Saldafia et al., 2010). Otros estudios realizados utilizando los criterios propuestos por Cook,
encontraron una prevalencia de 44 % en nifios (6 a 12 afios) de Moterrey, México, en 2013. (Elizondo-
Montemayor et al., 2013); otro en el Estado de México, en nifios de 6 a 12 afios de edad, en 2018, reportd
una prevalencia de 43.9 % (Avila-Curiel et al., 2018). En ese mismo afio en Jalisco se realizé un estudio en
poblacién infantil con acantosis nigricans y se encontré prevalencia de 43 % (Gonzalez-Villalobos et al., 2018).
Lo anterior pone de manifiesto los altos porcentajes de nifos en riesgo de desarrollar complicaciones

metabdlicas en la vida adulta temprana.

FISIOPATOLOGIA

En la poblacidn pediatrica el consenso mas generalizado sobre el origen del SM es la resistencia a la insulina
(RI) y la obesidad (Cruz & Goran, 2004). En nifios, estos factores de riesgo se pueden encontrar a edades
tempranas, entre dos y cinco afios. La Rl, la presion arterial elevada y la hiperlipidemia son mas frecuentes en

la pubertad, ya sea que cursen con o sin obesidad o diabetes (Ford et al., 2002).

La Rl se define como la pérdida de la respuesta fisioldgica de los tejidos periféricos a la accion de la insulina,
en respuesta compensatoria a este defecto, las células beta incrementan la secrecidon de esta hormona
produciendo hiperinsulinemia con lo que se logra la normoglucemia, pero con los afios este mecanismo
compensador ird fallando y se producird intolerancia a la glucosa y DT2 (McCracken et al., 2018). La
hiperglucemia traera como consecuencia glucotoxicidad con incremento del potencial aterogénico.
Progresivamente, se sumaran otros cuadros como la hipertrigliceridemia, la hipertensién arterial, entre otros,
hasta el desarrollo completo del SM (Assmann et al., 2004). La teoria metabdlica también sostiene que la
hiperinsulinemia compensatoria es el factor responsable de la hipertension arterial, DT2, dislipidemia,

obesidad, disfuncidn endotelial y aterosclerosis, a través de diversos mecanismos (Gonzalez-Chavez, 2002).

INTOLERANCIA A LA GLUCOSA Y DIABETES TIPO 2

La intolerancia a la glucosa y la DT2 dependen de la falla de los siguientes factores (Figura 1):

1. Secrecion de insulina tanto en forma aguda como de manera sostenida.
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2. Capacidad de la insulina para inhibir la produccion de glucosa hepatica y mejorar el aprovechamiento
periférico.
3. Capacidad de la glucosa para internalizarse en las células aun en ausencia de insulina.

Aunque la mayoria de los pacientes con resistencia a la insulina/hiperinsulinemia no tiene franca

hiperglucemia, si tiene un riesgo elevado de desarrollar DT2.

HIPERTENSION ARTERIAL CONCOMITANTE A LA HIPERINSULINEMIA Y RESISTENCIA A LA
INSULINA

Se ha observado en modelos animales que la hiperinsulinemia crénica aumenta la presién arterial (Irsik et al.,
2017). Los pacientes con hiperinsulinemia tienen menor circulacion del péptido natriurético atrial (ANP), lo
que puede provocar retencién de sodio e incrementar la presion arterial (Bachmann et al., 2018), ya que este

péptido aumenta la excrecidn de sodio por el rifion (Wong et al., 2017).

La resistencia a la insulina tiene efectos vasculotéxicos a nivel endotelial ya que bloquea la produccién de
oxido nitrico y favorece las respuestas vasoconstrictoras y mitogénicas sobre el endotelio (Schulman & Zhou,

2009).

La hiperinsulinemia tanto en ayuno como posprandial, predice el desarrollo de enfermedad cardiovascular en
individuos diabéticos como no diabéticos (Garcia et al., 2011). También, la medicion de los niveles de
resistencia a la insulina predice el incremento en el riesgo de enfermedad cardiovascular (Gast et al., 2012;

Ormazabal et al., 2018; Tenenbaum et al., 2007).

OBESIDAD Y DISLIPIDEMIA

La obesidad central y el tejido adiposo visceral estan asociados a la Rl y ala produccion elevada de adipocinas
proinflamatorias, estrés oxidativo y activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) (Liu et al.,
2018). Al aumentar el tejido adiposo, se liberan factores quimiotacticos como la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) modulando una respuesta inflamatoria en el
tejido adiposo. Como consecuencia los monocitos migran al tejido adiposo visceral y se transforman en
macroéfagos que secretan mas TNF-a incrementando la lipdlisis, reduciendo el transporte de glucosa mediado
por insulina a través de GLUT4, inhibiendo la biosintesis de triglicéridos y su almacenamiento, lo que resulta

en un aumento de triglicéridos en circulacion (Guilherme et al., 2008).

La dislipidemia inducida por hiperinsulinemia se caracteriza por altos niveles de triglicéridos en plasma,
disminucidon de HDLc, alta proporcién de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipemia postprandial

(Goldberg, 2001). La concentracidn anormal de lipidos y apolipoproteinas puede conducir a cambios en el
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catabolismo de las lipoproteinas y el aumento de la lipdlisis basal en personas con obesidad, estos acidos

grasos libres en circulacién promueven el fenotipo proaterogénico (de Luca & Olefsky, 2008).

ESTADO PROCOAGULANTE

El SM es conocido por ser un estado proinflamatorio y protrombético en el cual el tejido adiposo juega un
papel principal (“Executive Summary of The Third Report of The National Cholesterol Education
Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, And Treatment of High Blood Cholesterol In Adults
(Adult Treatment Panel Ill).,” 2001). Los adipocitos pueden sufrir hipertrofia o hiperplasia en respuesta a
exceso de nutrientes y el suministro de sangre no sera suficiente, lo que generara un estado de hipoxia (Cinti
etal., 2005). La hipoxia, a su vez, conduce a los adipocitos a necrosis lo cual provoca infiltracion de macréfagos
y liberaciéon de citocinas que incluyen mediadores proinflamatorios como interleucina 6 (IL-6) y TNF-a., asi

como mediadores protrombéticos como el inhibidor del activador del plasminégeno 1 (PAI-1) (Kaur, 2014).

También, se ha observado en individuos con hiperinsulinemia e hiperglucemia un aumento de nueve veces en

la actividad procoagulante del factor tisular (Vaidyula et al., 2006).

La dislipidemia y la hiperglucemia aunadas a la hipertension arterial, a los procesos inflamatorios y oxidativos
en el tejido adiposo y endotelial y al estado procoagulate conducen a disfuncidn endotelial, complicaciones

vasculares y enfermedad cardiovascular.

| Sindrome metabdlico ‘

Factores genéticos y ambientales ‘

|
- ' .

Obesidad - Resistenciaa lainsulina [/ Intolerancia
central > l T 4| alaglucosa
Hiperinsulinemia Disfuncién

célula B

l Diabetes

Hipertensién Disfuncién Dlsllpldemla tipo 2

arterial endoteha /
\‘ Estado
Ateroscleroms procoagulante
v v

Complicaciones Hiperglucemia

macrovasculares

Figura 1. Interrelacidn de los componentes del SM. Tomada de Gonzalez-Chavez, 2002
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CONSUMO DE ALIMENTOS RELACIONADOS CON EL SINDROME METABOLICO

Se ha demostrado que el consumo de dietas altas en grasa y azlcares induce obesidad, dislipidemia y
resistencia a la insulina (Bray et al., 2002; Stanhope et al., 2009). En México el 85.7 % de nifios y adolescentes
consumen bebidas azucaradas no lacteas; botanas, dulces y postres 64.6 % (nifios) y 53.7 % (adolescentes);
por el contrario el consumo de alimentos recomendables como verduras es de 22.0 % para nifios y 24.9 %
para adolescentes, mientras que la proteina derivada del huevo es de 31.7 % y 28.9 % (nifios y adolescentes,

respectivamente) como lo reporta la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2018.

GENETICA DEL SINDROME METABOLICO

Todos los componentes del SM tienen una base genética (Scott et al., 2000). Como consecuencia hay una
interaccién o efecto multiple en aumento al irse descubriendo nuevos genes potencialmente involucrados en
este padecimiento. Al mismo tiempo debe tomarse en cuenta el fondo genético de la poblaciéon, pues como
lo revelan multiples investigaciones, la prevalencia del SM y la frecuencia de los polimorfismos asociados

varian de acuerdo al grupo étnico (Cameron et al., 2004).

A partir de estudios de asociacién de todo el genoma (Genome-Wide Association, GWAs) se han detectado
genes candidatos asociados con DT2 como HHEX, PPARG, KCNJ11, TCF7L2, IGF2BP2 (Florez et al., 2007)
(Yasuda et al., 2008) entre otros, asi como los asociados a DT2 y SM: FTO (Marvelle et al., 2008), SIRT1 (Liang
et al., 2009) y ENPP1 (Grarup et al., 2006). La mayoria de estos estudios se han realizado en poblaciones
europeas, por ello es importante hacer una busqueda de los polimorfismos mas frecuentes en la poblacion
mexicana. En este sentido, los genes a estudiar son aquellos en los que se encontré asociacion con DT2, como
KCNJ11, HNF4A, PPARG y HHEX; aquellos asociados a obesidad como ABCA1 vy FTO; y el gen ECA asociado con

hipertension.

ABCA1

El gen ABCA1 codifica para la proteina integral de membrana o transportador Al de union a ATP (ATP-binding
Cassette A1, ABCA1), cuya funcién principal es transportar colesterol y otras sustancias lipidicas mediante la
hidrdlisis de ATP, formar a las HDL y aclarar las células espumosas. Se expresa en macrofagos, hepatocitos,
células intestinales, glandula adrenal, células endoteliales y en células de la placenta (Langmann et al., 1999)
(Aiello et al., 2003). Las mutaciones autosémicas recesivas en este gen causan la enfermedad de Tanger, que
se caracteriza por bajos niveles de HDL y altas concentraciones de colesterol, mientras que las mutaciones
heterocigotas causan hipoalfalipoproteinemia familiar (Rust et al., 1999) (Bodzioch et al., 1999) (Brooks-

Wilson et al., 1999).

En México la dislipidemia mas frecuente es la que cursa con bajos niveles de HDL y altos de colesterol (C A

Aguilar-Salinas et al., 2001). Al estudiarse la secuencia de los exones en el gen ABCA1, se encontro el
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polimorfismo R230C en la mayoria de las personas con concentraciones bajas de HDL (Aguilar-Salinas et al.,
2011), colesterol alto e indice de masa corporal elevado (Villarreal-Molina et al., 2007). En poblaciones
infantiles mexicanas con edades de 6 a 15 afios encontraron que la variante R230C juega un papel importante
en la reguacion de los niveles de colesterol HDL (Flores-Dorantes et al., 2010), y en nifios mexiquenses de 6 a
13 afios esta variante asociacid con altas concentraciones de triglicéridos y bajas concentraciones de

colesterol HDL, pero no con SM (Gamboa-Meléndez et al., 2015).

ECA

El gen ECA codifica para la Enzima Convertidora de Angiotensina | y su papel es clave para que funcione el
sistema Renina-Angiotensina, dado que cataliza la conversion de angiotensina | a angiotensina Il, un potente
vasoconstrictor (Erdos & Skidgel, 1987). El gen se expresa en células de intestino delgado, testiculo, pulmény
vasos sanguineos; en él se ha encontrado un polimorfismo de insercidn / delecion (I/D) caracterizado por la
presencia (II) o ausencia (DD) de una secuencia de 287 nucleétidos en el intrén 16. Los individuos con el
genotipo DD tienen mayor concentracion de la enzima ECA comparadas con las personas de genotipo Il o ID
(Rigat et al., 1990). Se ha estudiado mucho sobre dicha variante no patogénica y la asociacidn con varios
componentes del SM; sin embargo, se ha explorado poco su asociacion con SM en poblaciones étnicas
definidas. En un estudio realizado en poblacién mexicana se encontré fuerte asociacion entre el genotipo DD

y el SM (Alvarez-Aguilar et al., 2007).

FTO

El gen FTO codifica para la desmetilasa de acidos nucleicos dependiente de 2-oxoglutarato, se expresa en
varios tejidos incluyendo adiposo, areas especificas del cerebro y musculo, pero se encuentra en mayor
abundancia en el hipotdlamo, centro de control del balance de energia (Gerken et al., 2007). Se han
encontrado polimorfismos en este gen asociados a DT2 y obesidad (Consortium, 2007). En poblaciéon caucasica
el polimorfismo rs9939609 estd fuertemente asociado con obesidad (Frayling et al., 2007). Asimismo, en
poblacidn mexicana esta variante se ha encontrado asociada con obesidad, asi como las variantes rs1421085
y rs17817449 (Villalobos-Comparan et al., 2008) (Flores-Dorantes et al., 2010). El polimorfismo rs9939609 del
gen FTO se asocia con el riesgo de obesidad en nifios y adultos (Dina et al., 2007), en México esta misma
variante se asocié con DT2 de inicio pediatrico (Miranda-Lora et al., 2017). Sin embargo, en SM en poblacién

pediatrica mexicana no se ha elucidado su papel.

HHEX

El gen HHEX codifica para un factor de transcripcion tipo homeobox y es necesario para el desarrollo hepatico
y pancredtico (Staiger et al., 2008). La variante mas frecuentemente relacionada con DT2 en varias poblaciones

caucasicas y asiaticas es lars1111875 (Webster et al., 2010), asimismo, en estudios de nuestro laboratorio
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encontraron que esta variante se asocid con niveles elevados de glucosa, colesterol y triglicéridos en

mexicanos no diabéticos (Gutiérrez-Vidal et al., 2011).

HNF4A

El gen HNF4A codifica para un factor de transcripcién conocido como factor nuclear del hepatocito 4-alfa,
esencial en la diferenciaciéon del endodermo y funciones celulares en el pancreas adulto, higado, rifidon e
intestino delgado. Su papel es importante en la regulacién de lipidos y glucosa sérica (Shih et al., 2000), ya
que codifica para un factor de transcripcion que regula la gluconeogésis hepatica (Hirota et al., 2008). Algunas
mutaciones en este gen causan diabetes MODY1, por sus siglas en inglés Mature-Onset Diabetes of the Young
1, y susceptibilidad a la DT2 (Yamagata et al., 1996) (Bagwell et al., 2005). La variante rs1800961 de este gen
se ha encontrado de manera muy frecuente en la poblaciéon mexicana, principalmente en grupos indigenas;
los portadores de los genotipos T130I e 1130l tienen mayor concentracidn sérica de triglicéridos, lo cual es
consecuencia de resistencia a la insulina, un factor de riesgo para el desarrollo de DT2 (Granados-Silvestre et
al., 2017). Dado que en nuestra poblacion se encuentra en mayor frecuencia (16%) (Menjivar et al., 2008), es

necesario conocer la manera en que dicho polimorfismo, se asocia al SM en la poblacién pediatrica mexicana.

KCNJ11

El gen KCNJ11 codifica para la subunidad Kir6.2 que acoplada con la subunidad receptor 1 de sulfonilurea
(SUR1) forman el canal de potasio sensible a ATP (Karp). Este canal tiene una funcién crucial en la secrecién de
insulina, por lo cual, se convierte en un gen candidato para el estudio de DT2. Se expresa en varios tejidos,
pero su principal funcién relacionada con DT2 y otras formas es la de participar en la secrecion de insulina por
parte de las células beta del pancreas (Inagaki et al., 1995). En el gen KCNJ11 se encontrd un polimorfismo
(E23K) que predispone a la DT2. De hecho, el polimorfismo E23K (rs5219) de este gen se ha asociado con
riesgo a DT2 en diferentes poblaciones (Phani et al., 2014).Existe controversia respecto al mecanismo por el
cual la variante ocasiona el dafio, pero es probable que se deba a un ligero aumento en la actividad del canal

como respuesta a concentraciones fisiolégicas de nucleétidos (Schwanstecher & Schwanstecher, 2002).

PPARG

Este gen codifica para el receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma (PPARG) miembro de la
familia de receptores nucleares para hormonas y esta involucrado en la diferenciacidon de adipocitos y
regulacidn de expresion génica (Chawla et al., 1994). Existe un polimorfismo (Pro12Ala) en el codén 2 de este
gen que esta asociado con adiposidad y DT2 (Yen et al., 1997). En humanos la pérdida de funcién por mutacién
conduce a SM con patrones claros de resistencia a la insulina e hipertension arterial (Barroso et al., 1999).
Ademas, la variante Pro12Ala del gen PPARG se asocia con elevadas concentraciones de triglicéridos y bajas
concentraciones de colesterol HDL en el suero de personas con obesidad y portadoras del alelo Alal2

(Swarbrick et al., 2001).
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JUSTIFICACION

En las ultimas tres décadas ha habido un aumento de la prevalencia de obesidad en poblacién pediatrica en
todo el mundo. La ENSANUT 2016 reporta que en México tres de cada diez nifios en edades de 5 a 11 afios
presentan sobrepeso u obesidad, uno de los principales componentes del SM que mas se ha asociado a

comorbilidades.

Algunos factores genéticos estan involucrados en el desarrollo del SM. Los genes a estudiar son genes
candidatos asociados a DT2 como HHEX, PPARG y KCNJ11; FTO es un gen candidato asociado a SM. El gen
HNF4A se ha asociado a DT2; ABCA1 vy FTO se han asociado a obesidad; y ECA a hipertension.

Las variantes seleccionadas ya han sido estudiadas en poblacién adulta mexicana como rs9282541-ABCA1,
rs1801282-PPARG asociadas a dislipidemia; rs4646994-ECA asociada a SM; rs9939609-FTO asociada a
obesidad; rs1111875-HHEX asociada con niveles elevados de glucosa, colesterol y triglicéridos; rs1800961-
HNF4A, muy frecuente en poblacion indigena mexicana y asociada a hipertrigliceridemia; y rs5219-KCNJ11
asociada a DT2. Estas variantes genéticas pueden estar implicadas en el desarrollo de SM en nifios y

adolescentes.

Chimalhuacan es uno de los municipios del Estado de México con mayor prevalencia de sobrepeso y obesidad
(26 %) en nifios de 6 a 12 afios y a esta problematica se suma que es el sexto municipio a nivel nacional con
mayor nimero de habitantes en pobreza (61 %). Por lo que es una poblacién adecuada para el estudio de los
factores genéticos implicados en el desarrollo del SM y sus componentes. El hallazgo de variantes no
patogénicas en poblacion infantil aportara informacién sobre cuales pueden ser los genes con mayor

influencia en el desarrollo de enfermedades crdnicas en la poblacion mexicana.
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HIPOTESIS

La presencia de las variantes en nifios de primaria con SM se asocia con la aparicién temprana de alteraciones

metabdlicas.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Identificar la asociacién de las variantes genéticas rs9282541-ABCA1, rs4646994-ECA, rs9939609-FTO,

rs1111875-HHEX, rs1800961-HNF4A, rs5219-KCNJ11, y rs1801282-PPARG con el SM en nifios de primaria de

Chimalhuacan, Estado de México.

OBJETIVOS PARTICULARES

Calcular la frecuencia del SM en nifios de 9 a 12 afios, del municipio de Chimalhuacan, Estado de
México.

Calcular las frecuencias genotipicas para cada una de las variantes de los genes estudiados:
rs9282541-ABCA1, rs4646994-ECA, rs9939609-FTO, rs1111875-HHEX, rs1800961-HNF4A,
rs5219-KCNJ11 y rs1801282-PPARG.

Evaluar la asociacion de cada uno de los polimorfismos con el SM.

Evaluar la asociacion de los polimorfismos con cada uno de los componentes del SM.

Evaluar la correlacidn de los polimorfismos con cada uno de los factores de riesgo del SM.

24



Poblacion de estudio y Métodos

POBLACION DE ESTUDIO Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO

Se evaluaron 477 nifios con edades de 9 a 12 afios, de seis diferentes Escuelas Primarias del municipio de
Chimalhuacan, Estado de México (Figura 1). Previamente, los padres fueron informados del procedimiento de
la toma de muestra, de las mediciones que se realizarian a sus hijos y que el estudio seria de forma andénima.
Al aceptar la participacién los padres o tutores firmaron una carta de consentimiento informado y los nifios
firmaron la carta de asentimiento (ANEXO 1). El procedimiento estuvo aprobado por el Comité de Etica del

Hospital Juarez de México (HIM2315/14C).

MEDICIONES ANTROPOMETRICAS

Las mediciones antropométricas se realizaron por evaluadores entrenados. Para medir la circunferencia de
cintura se utilizaron cintas métricas Seca® 201 con variacion de + 0.2 cm; para el peso se utilizé una balanza
Seca® con variacion intraensayo de + 100 g; y la estatura fue medida con un estadiometro Seca® 206 variacion
de + 0.2 cm. Se calculd el percentil de indice de masa corporal (pIMC) de acuerdo con las normas
antropométricas internacionales. La presién arterial se evalué por duplicado con esfigmomandmetros
digitales infantiles, previo reposo de al menos cinco minutos y fue transformado a percentiles considerando
la talla, edad y sexo. También se utilizé la escala de Tanner para descartar del estudio a quienes presentaran
estadios de desarrollo sexual avanzado y evitar asi la influencia de las hormonas sexuales en los estudios de

asociacién con el SM (ANEXO ).

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO PARA SINDROME METABOLICO

En el diagndstico de SM se utilizé el criterio propuesto por Sara de Ferranti y cols., el cual lo define como la

presencia de tres o mas factores de riesgo que se describen a continuacion:

1. Glucosa en ayuno = 110 mg/dL

2. Circunferencia de cintura > 75 percentil
3. Presién arterial > 90 percentil

4, Triglicéridos = 100 mg/dL

5. Colesterol de alta densidad < 50 mg/dL
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CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y NO INCLUSION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Inclusién:

WX NOUL R WD R

Contar con Carta de consentimiento informado.

Contar con Carta de asentimiento.

Presentar contestado el cuestionario y recordatorio de 24 horas.
Individuos del sexo masculino o femenino.

Edades de 9 a 12 afios.

Estar dentro del estadio de Tanner 1o Il.

Presentar ayuno de 8 a 12 horas.

Contar con muestra sanguinea para pruebas bioquimicas y genotipicas.
Contar con las mediciones antropométricas.

Exclusion:

El participante sera descartado al no presentar uno o mas de los puntos arriba mencionados (Figura 2).

No inclusidn:
1. Nihos menores a 9 afios y mayores a 12 afios.
2. Nifas que presentaron menarca.
3. Nifios con desarrollo puberal correspondiente a Tanner lll.
4. Nifas o nifios que al momento de la toma de muestra sanguinea se negaron a participar.
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PRUEBAS BioQuimICAS

Se tomd una muestra de 5 mL de sangre venosa en tubos sin anticoagulante y con gel separador, en
condiciones de ayuno de 12 horas. Una vez observada la retraccién del coagulo se centrifugd a 3500 rpm/ 10
min, en una centrifuga con refrigeracidon a 4 °C, marca Thermo Scientific. Se asigné un cédigo a cada muestra
y se introdujeron al Modular P800 Roche® diagnostics USA para medir la concentracion sérica de glucosa,

colesterol total, colesterol HDL y triglicéridos con estuches comerciales de Roche TM.

Adicionalmente, para estimar la resistencia a la insulina se utilizé el indice metabdlico a partir de la formula
IM = (([Glucosa mmol/L] [Triglicéridos mmol/L])/ [HDL-c mmol/L]2); valores > 7.0 se interpretan como

presencia de resistencia a la insulina (Roitberg et al., 2015).

ANALISIS NUTRICIONAL DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Se evalud la ingesta diaria de energia y nutrientes en la dieta de los nifios de Chimalhuacan, a través de un
recordatorio de 24 horas asistido por una entrevistadora (dos nutridlogas del equipo de trabajo de campo) y
con porciones estandarizadas para determinar la cantidad de alimentos consumidos. El recordatorio fue
basado en el instrumento, Recordatorio de 24 horas (R24hr) usado en la Encuesta de Salud y Nutricion 2012
(ENSANUT 2012), en el ANEXO Il se muestra el formato rapido del instrumento, los datos obtenidos se

capturaron en una base en programa Excel como se muestra en la siguiente Figura 3:

EVALUACION CLINICA DIETARIA (RECORDATORIO DE 24 HORAS)
Nombre: Folio Recordatorio no.
5. Unidad | 6. Conversién 7. Cantidad

1. Tiempo A
de comida/| 2. Nombre de alimento o 3.Alimentos usados 4. de medida|por “::l?:d de ingerh::len go | 8.Método
Lugar. preparacién (ingredientes) Cantidad casera m 2 N .
Cédigo* (tza, pza, en g o ml (columna #4 X |Cédigo
cda, cdita) (Oficina) #6) (Oficina)

1* Tiempo de comida: 1.Desayuno, 2. Almuerzo, 3. Cena 4. Entre comidas. Lugar: A) CASA B)ESCUELA C)CALLE
8** Método coccidn: 1. Crudo, 2. Cocido, 3. Frito, 4. Asado, 5. No sabe.

Figura 3. Instrumento: Recordatorio de 24 horas
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La ingesta de energia y nutrientes se calculd utilizando el programa de nutricién NutrikKcal® VO (ANEXO III).

La ingesta diaria se compard con la cantidad diaria recomendada (RDA) para la poblacién infantil mexicana.

Se considerd una dosis diaria recomendada para satisfacer las necesidades dietéticas del 97 % de la poblacién;

las ingestas superiores o inferiores a la RDA se consideraron como exceso o deficiente, respectivamente.

PRUEBAS MOLECULARES

Se tomaron 5mL de sangre venosa en tubos con EDTA para extraer el ADN gendmico por el método
estandarizado de salting out (S. A. Miller et al.,, 1988). EI ADN se cuantificé espectrofotométricamente
(260/280 nm) y se us6 para genotipificar a las variantes rs9282541-ABCA1 (C__11720861_10), rs9939609-FTO
(C__30090620_10), rs1111875-HHEX (C__11214581_10), rs1800961-HNF4A (C__ 7591528_10), rs5219-
KCNJ11 (C__11654065_10) y rs1801282-PPARG (C__ 1129864 _10), mediante PCR tiempo real con sondas
TagMan®assay y el equipo ViiA7 Real-time de Applied Biosystems, CA. Las condiciones de la PCR tiempo real

se describen en el ANEXO IV.

La variante I/D-ECA (rs4646994) se detectd por PCR punto final por la facilidad de distinguir la insercion (1) o
delecién (D) de 287 pb en el intron 16 del gen. Se utilizaron los siguientes pares de cebadores: sentido 5’-CTG
CAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3’ y anti sentido 5'-GAT GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T-3' de la casa
comercial eurofins mwg|operon (Rigat et al., 1992). Las reacciones de amplificacion se hicieron en el
termociclador Amp® PCR system 9700 de Applied Biosystems® utilizando la enzima Hot Star Taq® Master Mix
Kit de QUIAGEN, bajo las siguientes condiciones: 94.0 °C/ 1 min, 63.0 °C/ 0:30 min, 72.0 °C / 1.5 min durante
35 ciclos y una extension final a 72 °C /10 min y 4.0 °C al final de la reaccidn. Se realizé electroforesis en geles
de agarosa al 1.2% vy teiidos con bromuro de etidio, en buffer TBE 1X, a 80 V durante 40 min. Se utilizé el
marcador 100 pb DNA de Invitrogen. Al final de la electroforesis los geles se expusieron a luz UV en el
transiluminador UVP, los productos de PCR se observaron e identificaron como homocigoto (I/I) si se
observaba una banda a 490 pb; como heterocigoto (I/D) si habia la presencia de dos bandas una a la altura

del 490 pb y otra a 190 pb; como homocigoto (D/D) si el producto de PCR mostraba una banda a 190 pb.

ANALISIS ESTADISTICO

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa Statistical Package for the Social Science (SPSS®,
Chicago, IL, USA) para Windows. Se realizaron andlisis de normalidad (Kolmogorov-Smirnov) para cada uno de
los parametros. La distribucion de todas las variables resultd ser no parmétrica por lo cual la comparacion
entre grupos se realizd con la prueba de U Mann-Whitney. Las variables cuantitativas se resumieron como la
mediana y el rango intercuantil (Q,-Qs), las variables cualitativas se respresentaron como frecuencias

absolutas y relativas.
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A cada una de las variantes genéticas se realizé el calculo de equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) con el

programa en internet http://ihg2.helmholt2- muenchen.de/cgi-bin/hw/hwt.pl.

Para los analisis de asociacién entre cada una de las variantes y el SM se realizaron regresiones logisticas
multinomiales. Para la asociacion entre los genotipos con los componentes del SM se realizaron analisis de
multivarianza con ajuste de las variables: edad, sexo, percentil IMC y escala de Tanner; se realizaron
correcciones de Bonferroni para evitar el error tipo |, en funcién del nimero de variables alélicas estudiadas.

Los resultados se consideraron como estadisticamente significativos si P < 0.05.
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RESULTADOS

DATOS ANTROPOMETRICOS Y BIOQUIMICOS

Una vez obtenidos los resultados de glucosa, triglicéridos y colesterol HDL, asi como los percentiles de las
mediciones antropométricas y somatométricas, se estratificd a la poblacion de estudio en dos grupos:
sindrome metabdlico (SM) y sin sindrome metabdlico (controles). La clasificacion fue de acuerdo con los
criterios de Sarah de Ferranti (Tabla 1) y se encontraron 121 nifios con SM en una muestra de 477 nifios cuya

frecuencia calculada fue de 25.4 %; asimismo, 18.9 % presentaron resistencia a la insulina (indice metabdlico

>7.0).

Tabla 1. Criterios diagndsticos de Sindrome Metabdlico
Parametro De Ferranti et al
Glucosa (md/dL) >110
Triglicéridos (mg/dL) >100
Colesterol HDL (mg/dL) HDLc < 50
Circunferencia de cintura (percentil) > p75 para edad y sexo
Presion arterial (percentil) > p90 para edad, sexo y talla

En la Tabla 2 se comparan las caracteristicas de los nifios con SM respecto a los controles. Como se esperaba,
el grupo diagnosticado con SM tuvo valores mayores, estadisticamente significativos de percentiles de IMC
comparado con el grupo control (p92 Vs. p49; p=0.0001); la circunferencia de cintura dada en percentiles fue
mayor en el grupo de SM (p90 Vs. p25; p=0.0001); la presion arterial diastdlica fue mayor en los nifios con SM
(p75 Vs. p68; p=0.0001), en la presidn arterial sistélica no se hallé diferencia significativa entre grupos. En
cuanto a los parametros bioquimicos el grupo con SM tuvo mayor concentracién de triglicéridos (140 mg/dL
Vs. 74 mg/dL; p=0.0001), menor concentracién de colesterol HDL (39 mg/dL vs. 50 mg/dL; p=0.0001) y no
hubo diferencia significativa entre grupos para la concentracion de glucosa en ayuno. Se estimo el indice
metabdlico (IM) y los valores > 7.0 se consideran resistencia a la insulina; asi, el grupo con SM presentd un

valor IM = 8.0, y por el contrario, el grupo control no presento resistencia a la insulina (8.0 Vs. 3.0; p=0.0001).
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Tabla 2. Caracteristicas antropométricas, somatométricas y bioquimicas de casos y controles

Sindrome Sin Sindrome
Parimetros Metabdlico Metabdlico
Mediana (Q2,Q3) Mediana (Q2,Q3)
N =477 121 (25.4%) 356 (74.6%) -
Edad (afios) 10.0 (9.0,10.0) 10.0 (9.0,10.0) 0.078
Sexo
Femenino n (%) - 69 (57) 187 (52.5)
Masculino n (%) 52 (43) 169 (47.5)
indice Metabdlico >7.0 8.0 (6.0,12.0) 3.0(2.0,4.0) 0.0001
IMC, percentil 92.0(79.0,97.0) 49.0 (22.0,71.0) 0.0001
PAD, percentil 75.0 (59.0,88.0) 68.0 (52.0,81.0) 0.0001
Puntos de corte para Sindrome
Metabolico definidos por S. De Ferranti
Obesidad central cc> 75. 90.0 (75.0,90.0) 50.0 (25.0,75.0) 0.000
percentil
Presidn arterial elevada PAS > 9(.) 58.0(38.0,83.0) 54.0(31.0,74.0) 0.085
percentil
Glucosa en
ayuno
Intolerancia a la glucosa > 110 89.0 (84.0-95.0) 89.0 (84.0-94.0) 0.758
mg/dL
Dislipidemia T S
Tri%'(')ce”%i‘ 140.0 (114.0-179.0) | 74.0 (58.0-92.0) 0.0001
(Triglicéridos) me
HDL-c < 50
Dislipidemia (HDLc) 39.0 (33.0-44.0) 50.0 (44.0-57.0) 0.0001
mg/dL

Los datos representan la Mediana y el rango intercuartil (Q2-Qs), excepto para N y Sexo. P <0.05 se considera
como significativa. Abreviaciones: CC, circunferencia de Cintura; PAD, presién arterial diastdlica, PAS, Presidon
Arterial sistdlica y HDLc, lipoproteina de alta densidad.
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ANALISIS NUTRICIONAL

En la Tabla 3 se muestra el andlisis de la dieta de la poblacién de estudio. En México, la ingesta energética
recomendada de acuerdo con su peso, estatura y actividad fisica para nifios de 9 afios es de 1505 a 2334
Kcal/dia y nifias de 9 afios es de 1390 a 2248 Kcal/dia; nifios de 10 afios es de 1576 a 2461 Kcal/dia y nifias de
10 afios es de 1445 a 2351 Kcal/dia; nifios de 11 afios es de 1666 a 2615 Kcal/dia y nifias de 11 afios es de 1513
a 2475 Kcal/dia; nifios de 12 afios es de 1773 a 2792 Kcal/dia y nifias de 12 afios es de 1592 a 2615 Kcal/dia

(Ana & Margarita, 2014). Como se observa, ambos grupos SM y control no alcanzan esta ingesta recomendada.

El consumo de fibra también es deficiente, ambos grupos ingieren la mitad de la cantidad recomendad (20
gramos); por el contrario, el consumo de grasas saturadas excede la ingesta diaria permitida ( < 7%) en ambos
grupos, por lo que de manera interesante observamos que no hay diferencia en la ingesta de nutrientes en

nifilos con SM y sin SM.

Tabla 3. Ingesta de nutrientes en nifios con Sindrome Metabdlico y Sin Sindrome Metabdlico

Sindrome Sin Sindrome
Metabdlico Metabdlico P
N=121 N =356

Ingesta total de energia (kcal) 1386 + 736 1537+ 616 0.241
Proteinas totales (g) 49 + 27 56 + 26 0.143
Proteinas totales (%) 14+4 15+5 0.320
Carbohidratos totales (g) 186+ 111 201+ 84 0.429
Carbohidratos totales (%) 52 (44, 61) 52 (48, 59) 0.605
Grasas totales (g) 45 (27, 60) 49 (33, 69) 0.241
Grasas totales (%) 32+14 32+10 0.913
ACIdO'S grasos satur?c:ios (%, 105, 12) 9 (6, 12) 0.551
de la ingesta energética)

MUFAs (%, de la ingesta 12+6 1045 0.121
energética)

PUFAs,(%, de la ingesta 442 442 0.421
energética)

Colesterol (mg) 132 (59, 223) 168 (95, 247) 0.221
Sodio (mg) 2060 £ 1272 1907 + 955 0.483
Fibra (g) 11 (6, 16) 10 (6, 16) 0.859
Vitamina A (mcg) 342(229,971) | 425(237,1007) | 0.619
Vitamina C (mg) 39 (10, 100) 25 (10, 64) 0.378
Calcio (mg) 623 +401 660 + 388 0.614
Hierro (mg) 6 (5, 13) 9(5,12) 0.336
Acido félico (mcg) 86 (38, 214) 72 (31, 151) 0.295

Los datos representan la Media y la Desviacion Estandar; la Mediana y el rango intercuartil. P < 0.05 se
considera como estadisticamente significativo. Abreviaciones: MUFAs, acidos grasos monoinsaturados;
PUFAs, acidos grasos poliinsaturados.
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ANALISIS GENETICO

En la Tabla 4, se describen las frecuencias del alelo menor y la asociacion de las variables genéticas con el SM.
Todos los polimorfismos de los genes estan en equilibrio de Hardy-Weinberg, excepto rs9282541-ABCA1 y

rs4646994-ECA; por lo tanto, no se incluyeron en los andlisis de asociacidn ni de correlacion.

Tabla 4. Asociacién entre el sindrome metabdlico y las variantes genéticas

Frecuencia del alelo
Alelos menor
Gen-SNP Cromosoma OR 95% IC P Pg;.
Mayor/menor M No-SM
N=121 N =356
ABCA1-
9g31.3 c/T 0.32 0.20 ND ND ND ND
rs9282541
ECA-
17923.3 I/D 0.53 0.51 ND ND ND ND
rs4646994
FTO-
16q12.2 T/A 0.16 0.16 0.65 0.37-1.11 | 0.650 | 3.25
rs9939609
HHEX-
10923.33 T/C 0.40 0.47 0.73 0.43-1.24 | 0.256 | 1.28
rs1111875
HNF4A-
20q13.12 c/T 0.09 0.05 231 1.10-4.83 | 0.026 | 0.13
rs1800961
KCNJ11-
11p15.1 c/T 0.42 0.39 0.82 0.48-1.38 | 0.458 | 2.29
rs5219
PPARG-
3p25.2 C/G 0.15 0.13 1.10 0.65-1.89 | 0.703 | 3.52
rs1801282

La regression logistica multinomial se realizé bajo el modelo dominante y ajustando por las variables edad,
sexo, escala de Tanner y pIMC. P< 0.05 se considerd como significativa. Abreviaciones: SNV, variantes de un
solo nucledtido; SM, sindrome metabdlico; OR, razon de momios; IC, intervalo de confianza; Paj., probabilidad
ajustada por Bonferroni; ND, no determinado.

En este estudio se analizaron los datos bajo el modelo dominante, donde asume que una sola copia del alelo
menor es suficiente para modificar el riesgo, y el ser portador de dos copias lo modifica en igual magnitud; es
decir, heterocigotos y homocigotos para el alelo menor tienen el mismo riesgo. Asi, se encontrd que la
variante rs1800961-HNF4A esta asociada a la presencia de SM (OR= 2.31, IC: 1.10-4.83; p = 0.026); sin

embargo, al realizar el ajuste de Bonferroni la asociacion se pierde.
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En la Tabla 5, se observan los resultados de las regresiones logisticas multinomiales para conocer la asociacion
de los genotipos de las variantes de estudio con cada uno de los componentes del SM. Se encontré que los
genotipos CTy TT de la variante rs1800961-HNF4A se asocian con mayor percentil de circunferencia de cintura
OR= 1.20, 1C95 % (1.09-4.50); P = 0.029. No se hallé asociacién entre otras variantes genéticas ni con los

factores de riesgo para SM.

Tabla 5. Asociacion entre genotipos y los componentes del sindrome metabdlico en la poblacion total (N=477)

Circunferencia . PAS
deci Triglicéridos HDLc M
Gen-SNP | Genotipo e cintura > 90
. | =100 mg/dL <50 mg/dL . >7
> 75 percentil percentil
TT Vs. 0.78 (0.50- 1.64 (0.90- 0.66 (0.38-
0.88 (0.53-1.44) 0.73 (0.48-1.11)
FTO- TA+AA 1.21) 2.99) 1.16)
rs9939609
P 0.616 0.268 0.149 0.101 0.145
TT Vs. 1.20(0.73-1.98) 1.01 (0.64- 0.86 (0.57-1.32) 0.58 (0.32- 0.82 (0.49-
HHEX- TC+CC ’ U 1.54) ' o 1.04) 1.40)
rs1111875
P 0.464 0.996 0.500 0.071 0.472
HNF4A- CCVs. 1.51 (0.81- 1.41 (0.62- 1.65 (0.81-
1.20 (1.09-4.50) 1.53 (0.81-2.90)
rs1800961 CT+TT 2.80) 3.22) 3.37)
P 0.029 0.187 0.185 0.412 0.168
CCVs. 1.18 (0.73-1.90) 1.22 (0.80- 0.78 (0.52-1.18) 1.53(0.81- 0.96 (0.56-
KCNJ11- CT+TT ‘ U 1.86) ' U 2.90) 1.63)
5219
P 0.484 0.350 0.248 0.185 0.878
CCVs. 1,01 (0.60-168] 0.82 (0.53- 1.0 (0.64-1.55) 1.27 (0.68- 0.74 (0.40-
PPARG- CG+GG ’ R 1.29) B 2.37) 1.33)
rs1801282
P 0.967 0.396 0.999 0.449 0.312

Los datos representan la razén de momios y el intevalo de confianza (IC 95%), se analizaron bajo el modelo
dominante con ajuste para las variables edad, sexo, escala de Tanner y percentil IMC. Valores de p < 0.05 se
consideran significativos. Abreviaciones: SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; HDLc, colesterol de alta
densidad; PAS, presion arterial sistdlica; IM, indice metabdlico.

Se realizd un analisis de covarianza (ANCOVA) con la poblacidn total usando la agrupacidon genotipica del
modelo dominante, asi como el ajuste por las variables: sexo, edad, escala de Tanner y percentil IMC (Tabla
6). Respecto al parametro triglicéridos > 100 mg/dL, se hall6 diferencia significativa entre los genotipos TA/AA
Vs. TT del gen FTO (95 £ 45 Vs. 101 £ 52, P = 0.047), donde los portadores con al menos una copia del alelo de

riesgo (A) tienen menor concentracion de triglicéridos en suero. También, se observaron diferencias
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significativas en los genotipos TC/CC del gen HHEX (52 + 27 Vs. 59 + 26, P = 0.012), los portadores del alelo
ancestral T tuvieron mayor percentil de presion arterial sistdlica. Asimismo, los portadores de los genotipos

CT/TT del gen KCNJ11 tuvieron mayor presion arterial sistélica (56 = 26 Vs. 50 = 28, P = 0.017).

Tabla 6. Correlacion entre los SNPs y los componentes del Sindrome Metabdlico en la poblacién total (N=477)

Circunferencia
) . Glucosa Triglicéridos HDLc PAS
Gen-SNP Genotipo cintura me/dL me/dL ercentil
percentil mg/dL & & P
TT 57126 8948 101452 48+11 54427
FT0- TA+AA 57+28 89+7 95+45 48+10 54+28
rs9939609 - N N N -
P 0.298 0.558 0.047 0.280 0.911
TT 57128 9048 101+48 47+13 59+26
HHEX-
TC+CC 57126 88+8 98+51 48+10 52427
rs1111875
P 0.344 0.088 0.960 0.794 0.012
HNF4A- CcC 56127 8918 98450 48+12 55427
rs1800961 | oy q7 63+26 9049 106450 46+11 50429
P 0.133 0.322 0.516 0.223 0.155
CC 55+27 89+8 95 +50 48+12 50+28
KCNJ11-
CT+TT 58+27 8918 101£50 48+11 56126
5219
P 0.603 0.555 0.410 0.335 0.017
CcC 56127 89+8 99+49 48+11 53+27
PPARG-
CG+GG 58+27 89+8 99+54 48+11 57+26
rs1801282
P 0.830 0.688 0.669 0.672 0.276

Correlaciones bajo el modelo dominante y ajustando las variables edad, sexo, escala de Tanner y pIMC. Los
datos representan la media = DE, P < 0.05 se considera estadisticamente significativo. Abreviaturas: SNP,
polimorfismo de un solo nucleétido; HDLc, colesterol de alta densidad; PAS, presion arterial sistélica; pIMC,
percentil de indice de masa corporal.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Si bien no hay un consenso que unifique la definicion del SM en nifios y adolescentes, la mayoria de los autores
estan de acuerdo en la presencia de componentes esenciales, tales como la alteracidn de la glucosa en ayuno,
obesidad central, hipertension y dislipidemia (D’Adamo et al., 2009); todos ellos son por si mismos factores
de riesgo cardiovascular. En un estudio Morrison et al. encontraron que el sindrome metabdlico en edad
pediatrica predice la presencia de SM en adultos con un OR =9.4 y DT2 con OR =11.5 (Morrison et al., 2008).
Por esta razon, para prevenir enfermedades cardiovasculares y DT2 en la edad adulta, se debe tomar en

cuenta el diagndstico del SM en nifios para ensefarles habitos hacia un estilo de vida saludble.

En nuestro estudio observamos una frecuencia de SM de 25.4 % en nifios de 9 a 12 afios de edad del municipio
de Chimalhuacan, Estado de México. Actualmente no existen otras investigaciones en nifios mexiquenses que
utilicen el criterio de Ferranti para definir SM. Sin embargo, en un articulo publicado en 2018 se encontré que
en nifios de 6 a 12 afios de edad del Estado de México, la prevalencia de SM fue de 43.9% usando el criterio
propuesto por Cook (Avila-Curiel et al., 2018), lo cual demuestra que sin importar el criterio elegido, en el

Estado de México existe una alta frecuencia de nifios con SM.

En el municipio de Chimalhuacan se reporta una prevalencia de sobrepeso y obesidad de 26 % en nifios de 6
a 12 afios, mientras que en nifios de sexto grado de primaria es mayor de 30 % (Elizondo-Montemayor et al.,
2013), colocandose dentro de los 47 municipios en el estado con mayor prevalencia. En nuestra investigacion
encontramos que los nifios con SM presentaron percentiles elevados de cintura e indice de masa corporal, lo
cual concuerda con lo reportado por la ENSANUT 2016, donde se menciona que cinco de cada diez nifios en
edades de 5 a 11 afios tienen obesidad o sobrepeso y que este binomio ha ido incrementando en zonas rurales
(Romero-Martinez et al., 2016). Es importante destacar que la obesidad central correlaciona con la presencia
de SM en nifios y adolescentes, mas que con adultos (Ali et al., 2014). También se observé que los nifios con
SM tuvieron percentiles elevados de presién diastélica (18.2%), mayor concentracion de triglicéridos (97.5 %)
y baja concentraciéon de HDL colesterol (100 %) comparados con el grupo control. Estos hallazgos son
importantes al destacar que la obesidad central es un factor de riesgo directamente asociado a otros factores
de riesgo cardiometabdlicos tales como dislipidemias, presion arterial elevada y bajas concentraciones de
colesterol HDL (Mokha et al., 2010). Mas aln, que la adiposidad visceral incluso con un adecuado indice de

masa corporal puede contribuir al desarrollo de SM (Goluch-Koniuszy & Kuchlewska, 2017).

Al realizar la quimica sanguinea esperabamos encontrar alteraciones notorias en los parametros bioquimicos
de la poblacidn estudiada, dado que Chimalhuacan, de acuerdo con el CONEVAL, es el sexto municipio a nivel
nacional con mayor nimero de habitantes en pobreza (483, 845) que equivalen al 61 % de su poblacién.
Forsdahl postulé que la pobreza puede actuar a través de un déficit nutricional que resulta en una

vulnerabilidad de por vida (Forsdahl, 1979). Asimismo, el grado en que los factores ambientales, sociales y
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familiares influyen en la expresidn genética puede depender de la dosis, el tiempo de exposicidn y refuerzo
de estos factores, en apoyo a esto, varios estudios informaron que las condiciones adversas en la vida
temprana pueden alterar la expresidn génica no sdlo en la infancia, sino también en la vida adulta (Meaney,
2001)(Zhang et al., 2006)(Cole et al., 2012)(G. Miller et al., 2009)(G. E. Miller et al., 2009). Una posible
explicaciéon del por qué no encontramos alteraciones importantes de salud en los niflos son las fuerzas
evolutivas que promueven la plasticidad, o a la capacidad para adaptarse a un amplio rango de ambientes
(Davey Smith, 2012); de hecho, la plasticidad puede alterar las demandas metabdlicas para preservar érganos

y sistemas vitales (Gluckman & Hanson, 2004).

Por otro lado, también estimamos la resistencia a la insulina a través de indice metabdlico (IM) (Roitberg et
al., 2015); los nifos diagnosticados con sindrome metabdlico tuvieron un IM = 8.0, mientras que el grupo
control presentd IM = 3.0 lo cual sugiere que sélo los nifios con SM presentan resistencia a la insulina (punto
de corte para IM > 7.0). Aunque no existe un consenso para definir resistencia a la insulina en nifios, y la
medicion de insulina en ayuno es poco realizada por su costo, estos resultados son acorde a lo ya
documentado, la insulinorresistencia tiene un papel clave en el desarrollo de DT2, riesgo cardiometabdlico,

hipertensién y dislipidemia (Levy-Marchal et al., 2010).

El aumento en el consumo de comida rapida y bebidas azucaradas promueve el aumento de la obesidad, que
aunado a baja actividad fisica dirigen a un estilo de vida sedentario, todos estos son factores ambientales
asociados al desarrollo de SM. Al no observar diferencias significativas en la ingesta caldrica de los nifios con
SM respecto el grupo control, se asume que el tipo de dieta no contribuye de manera significativa sobre la

asociacion con las variantes genéticas estudiadas.

Existen muchas publicaciones de estudios de asociacidn en poblaciones adultas, en las cuales se han asociado
variantes genéticas con el SM; sin embargo, en la poblacién infantil falta investigacion acerca de las variantes
genéticas que influyan sobre el desarrollo del SM o algunos de sus factores de riesgo. La mayoria de lo
publicado muestra que la obesidad en edades tempranas tiene un papel clave en la aparicion de otros
componentes del SM, tales como la hiperlipidemia, hiperglucemia e hipertensién (Helena & Menjivar, 2019).
Asi, escogimos siete variantes no patogénicas de diferentes genes para evaluar su impacto en el desarrollo del
SM en niflos mexiquenses, debido a su papel en el desarrollo de DT2 en poblaciéon adulta. De manera
importante se encontrd que la variante rs1800961 del gen HNF4A se asocidé con el SM bajo el modelo
dominante OR = 2.31 95% IC (1.10-4.83), p = 0.026. Si se toma en cuenta el analisis de los cinco genes que
estuvieron en equilibrio HW, al hacer el ajuste por Bonferroni el valor de p cambia (p = 0.13) lo cual indica que

es necesario hacer nuevos estudios para confirmar este hallazgo.

Por otra parte, los genotipos CT y TT de la variante rs1800961-HNF4A se asociaron con percentil de

circunferencia de cintura > 75 (p= 0.029). El gen HNF4A codifica para un factor de transcripcion y se sabe que
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algunas mutaciones en este gen causan diabetes tipo MODY1, una forma de diabetes autosdmica dominante
gue se manifiesta en edades tempranas (Yamagata et al., 1996). La variante rs1800961 se encuentra en el
exon 7 del gen HNF4A y también se le conoce como T130I por el cambio de aminoacidos que produce, de
treonina por isoleucina; esta variante codifica para un sitio de fosforilacién protein cinasa C y esta localizado
en un lazo citoplasmatico; los analisis del impacto de esta variante in silico realizados en SIFT, PolyPhen-2 y
Mutation Taster, predicen dafio probable y un efecto que causa enfermedades; ademas, en analisis de PCR
tiempo-real y Western Blot se observd que la expresion de las células con la variante T130l fue
significativamente mds baja que la expresidon de las células con el genotipo T130T (Yang et al., 2016). En
estudios previos, otras variantes (rs2144908 y el haplotipo rs6031558-rs745975-rs3212198) en este mismo
gen han sido asociadas con altos niveles de lipidos en suero como fue el caso del estudio realizado en familias
mexicanas y finlandesas con SM (Weissglas-Volkov et al., 2006), también han sido asociadas con riesgo de SM
en jovenes canadiense franceses (rs736824 y los haplotipos P1: rs6130608-rs2425637; intrénico: rs736824-
rs745975-rs3212183) (Marcil et al., 2015). Sin embargo, ninguno de estos estudios encontraron asociacion
con la variante rs1800961 del gen HNF4A. En México, esta variante ha sido detectada con alta frecuencia en
poblaciones indigenas, y los portadores de esta variante presentan alta concentracion de triglicéridos en suero
(Granados-Silvestre et al., 2017). Esta misma variante se considera como un factor de riesgo para desarrollar
DT2 en poblacion mexicana mestiza (Menjivar et al., 2008). Por ello consideramos que es de suma importancia
evaluar su asociacidn con el sindrome metabdlico en nifios, especialmente porque se sugiere que pueda ser

usada como un marcador para el desarrollo del SM, enfermedad cardiovascular y DT2 en poblaciéon mexicana.

El gen KCNJ11 codifica para la subunidad Kir6.2 que conforma el canal de potasio sensible a ATP; esta
subunidad se acopla a la subunidad SUR1 o receptor de sulfonilurea. La variante rs5219 también es conocida
como E23K por el cambio de aminodcido que provoca, acido glutdmico por lisina y se ha asociado
principalmente con riesgo a DT2 en diferentes poblaciones, pero también con riesgo a hipertension en
poblaciones de China y Corea (Koo et al., 2007)(Li et al., 2012). En el musculo liso el canal de potasio sensible
a ATP se conforma por la subunidad Kir6.2 y la SUR2B asi como otros componentes (Haghvirdizadeh et al.,
2015). Estos canales estan presentes en muchos tejidos incluyendo corazén, musculo liso y células
endoteliales del sistema vascular donde tiene funciones importantes en respuesta al estrés (Haider et al.,
2005) y en la regulacidn de la presion sanguinea (Kane et al., 2006). En nuestra investigacién encontramos
correlacion entre los genotipos CT y TT de la variante rs5219 en el gen KCNJ11 y el percentil de presién arterial
sistdlica > p90 (p = 0.017), bajo el modelo dominante. En estudios previos se ha observado que en el sistema
vascular , los canales de potasio sensibles a ATP regulan el tono vascular del musculo liso y de esta manera
tienen un papel importante en la regulacion de la presion sanguinea (Kane et al., 2006)(Chrissobolis & Sobey,
2003). Asi, la variante de riesgo rs5219 del gen KCNJ11 puede estar influyendo en la regulacion de la presion

arterial sistdlica de los niflos chimalhuaquenses.
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La variante de riesgo CC y el heterocigoto TC del gen HHEX correlacionaron, bajo el modelo dominante, con
bajos percentiles de presion arterial sistélica. Estos hallazgos son contrarios a lo publicado, donde se menciona
que HHEX es un gen candidato para DT2 identificado a través de estudios de asociacion del genoma ampliado
(Saxena et al., 2007); y que el alelo C esta asociado con el desarrollo de DT2 en casi todos los modelos
genéticos en poblaciones asiaticas y caucasicas (Cai et al., 2011). Sin embargo, en mexicanos mestizos esta
variante no ha mostrado asociacién con DT2 (Gamboa-Meléndez et al., 2012), lo cual indica la complejidad
del fondo genético de la poblacion mexicana y el posible desequilibrio de ligamento del alelo C a través de las
diferentes etnias. Sin embargo, se necesitan nuevos estudios para elucidar la funcion de esta variante en las

enfermedades metabdlicas de la poblacidn mexicana.

También encontramos que la variante de riesgo AA y el heterocigoto TA del gen FTO correlaciond con bajas
concentraciones de triglicéridos en suero, aunque en otros estudios se ha asociado con altas concentraciones
de triglicéridos (Freathy et al., 2008). En nifios mexicanos la variante rs9939609 se ha asociado a obesidad,
IMC y circunferencia de cintura elevados (Mufioz-Yafiez et al., 2016); en nifios del centro de México también

se ha asociado con obesidad e IMC elevado (Costa-Urrutia et al., 2020) (Villalobos-Comparan et al., 2017).

Sin embargo, se sabe que el metabolismo de los lipidos es regulado por una compleja red de genes (W. Wang
et al., 2019), aunque FTO participa en la regulacién del metabolismo de lipidos, varios factores pueden estar

modificando su respuesta a determinados ambientes.

El polimorfismo rs1801282 del gen PPARG se encuentra en el exdn 2 y codifica para una sustitucion de un
residuo de prolina por alanina (Pro12Ala) (Y. Wang et al., 2015). En nifios mexicanos esta variante se ha
asociado a resistencia a la insulina (Stryjecki et al., 2016); en adolescentes del norte del pais los portadores
del alelo menor (G) tuvieron mayor riesgo de tener indice elevado de cintura/estatura, 2.5 veces mas
posibilidades de tener bajas concentraciones de HDLc y dos veces mas de tener colesterol total elevado
(Carrillo-Venzor et al., 2020); y en adultos mestizos mexicanos y grupos amerindios mexicanos se ha asociado
con mayor riesgo de sobrepeso / obesidad (Canizales-Quinteros et al., 2007). No obstante, estos resultados
son contradictorios debido a que existen otras investigaciones que mencionan al alelo G de la variante
rs1801282-PPARG como protectora (Ma et al., 2012)(L. Wang et al., 2013). En nuestro estudio no encontramos

ninguna asociacion con este polimorfismo y SM o alguno de sus componentes.

Todas estas investigaciones en conjunto nos permitirdn entender de mejor manera las causas del SM, el
analisis de los SNVs relevantes asociados a la obesidad, hipertension arterial, hiperglucemia y metabolismo
de lipidos nos ayudara, en un futuro, a desarrollar estrategias para prevenir y reducir la incidencia del SM en

edad infantil.

En conclusion, este trabajo de tesis reporta una frecuencia alta de SM y de Rl en nifios mexiquenses. También

demuestra la participacidn de las variantes genéticas en genes clave que pueden contribuir al desarrollo del
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SM como la variante rs1800961 del gen HNF4A que asocié con el SM y con la circunferencia de cintura > p75,
y la correlacion del polimorfismo rs5219 en el gen KCNJ11 con la presidn arterial sistélica > p90 lo cual indica
la fuerte influencia que tienen los genes sobre el desarrollo de enfermedades créonico degenerativas en la

poblacién mexicana.
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Carta de consentimiento informado

SALUD |

ECRETARIA DE SALUD

UNIVERSDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA
HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR
CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION:

“PARTICIPACION DE LOS GENES ABCA1, ECA, FTO, HHEX, HNF4A, KCNJ11 Y PPARG EN EL DESARROLLO DE
SINDROME METABOLICO EN NINOS DE PRIMARIA” Chimalhuacdn, Estado de Meéxico., a

A QUIEN CORRESPONDA:

El (la) que suscribe de afnos, acepto la
participacion en forma libre y voluntaria de mi hijo
(a) de afos; en el estudio

“PARTICIPACION DE LOS GENES ABCA1, ECA, FTO, HHEX, HNF4A, KCNJ11 Y PPARG EN EL DESARROLLO
DE SINDROME METABOLICO EN NINOS DE PRIMARIA” Chimalhuacan, Estado de México”, cuyo
propdsito es conocer el estado de salud y nutricion de los escolares del municipio; para lo cual se tomara
la presidn arterial, talla, peso, circunferencia de cintura y cadera, asi como una muestra de sangre (5 ml)
para evaluar sus concentraciones de colesterol, colesterol-HDL, triglicéridos, glucosa y hemograma con
grupo sanguineo. Ademas, responderé un cuestionario por escrito sobre los habitos alimenticios de mi
hijo. Tengo conocimiento que este estudio se lleva a cabo por parte de una colaboracion entre la
Facultad de Quimica de la UNAM, el Hospital Juarez de México y los servicios de Salud del Municipio de
Chimalhuacan, Estado de México. Se me ha informado de la importancia del estudio, asi como los
objetivos del mismo y la forma en que se tomara la muestra de sangre. Dandome la oportunidad para
hacer preguntas libremente y estando satisfecho (a) de la informacion y respuestas.

Firma de los padres del participante

Direccion:

Firma del investigador:

Testigo 1:

Testigo 2:
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Carta de asentimiento informado

SALUD

SECRETARIA DE SALUD

UNIVERSDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA
HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR

ASENTIMIENTO POR ESCRITO

Obtencién de sangre para su procesamiento y almacenamiento para el estudio: “PARTICIPACION DE LOS
GENES ABCA1, ECA, FTO, HHEX, HNF4A, KCNJ11 Y PPARG EN EL DESARROLLO DE SINDROME METABOLICO EN
NINOS DE PRIMARIA”

YO, (nombre y apellidos)

Declaro que:

1.- He leido o me han leido la hoja de informacién y he entendido todo lo que ponen en ella.

2.- Me han contestado todas las dudas que tenia sobre el estudio.

3.- Yo sé que puedo decidir no participar en este estudio y que no pasa nada.

4.- Yo sé que si decido participar me sacaran sangre y que esto me puede doler un poco.

5.- Yo sé que si cuando empiece el estudio tengo alguna duda, puedo preguntar las veces que lo necesite.

6.- Yo sé que cuando empiece el estudio, en cualquier momento puedo decir que ya no quiero seguir
participando y nadie me regafiara por eso.

7.- Yo sé que si decido dejar el estudio puedo pedir que mi sangre se elimine del banco de muestras.

8.- He decidido participar en el estudio.

Firma del nifio/a

¢Los padres o tutores han firmado el consentimiento informado?

SiQO No O
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ANEXO Il

Cuestionario y recordatorio de 24 horas

SALUD |

SECRETARIA DE SALUD

UNIVERSDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA
HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR

La Universidad Nacional Auténoma de México en colaboracion con el Hospital Juarez de México esta
realizando un estudio de sindrome metabdlico que incluye la evaluacion de factores de riesgo como el
estado nutricional, obesidad y enfermedades hereditarias en nifios de primaria del Estado de México.

DATOS GENERALES DEL ALUMNO

Nombre

Edad actual

Fecha de nacimiento
Lugar de nacimiento
Peso al nacer | Grado escolar |

ANTECEDENTES FAMILIARES

PADECE O PADECIO DE:

(Marcar Si con \; No con X)
Familiar Lugar de Diabetes tipo | Obesidad Dislipidemia* | HTA*
nacimiento* 2

PADRE
MADRE
ABUELO
PATERNO
ABUELA
PATERNA
ABUELO
MATERNO
ABUELA
MATERNA
*ESPECIFICAR EL MUNICIPIO O CIUDAD Y ESTADO DE NACIEMIENTO. DISLIPIDEMIA = niveles elevados de
colesterol o triglicéridos, bajos niveles de colesterol-HDL. HTA = hipertension arterial
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1.- ¢Tienes hermanos en tu escuela?
Si/ No

Si: Nombre del hermano (a):

2.- ¢TU o tus padres hablan otra lengua que no sea espaiiol?

Si/ No

Si: éCual?

SOMATOMETRIA

Peso (Kg)

Estatura (m)

Cintura (cm)

Cadera (cm)

Presion arterial 1
(mmHg)

Presién arterial 2
(mmHg)

Destrostix (mg/dL)

FRECUENCIA DE ALIMENTOS

Instrucciones: marque con una X el espacio donde indique la frecuencia con que come cada alimento de la

lista.

ALIMENTO MENOS DE UNA VEZ
A LA SEMANA

DOS O CUATRO
VECES A LA SEMANA

DIARIO (CANTIDAD)

Aceite

Aderezos

Cacahuates

Café

Dulces, chocolates

Carne roja

Frutas

Galletas

Guisados

Jugos de fruta

Helado

Huevo

Leche o yogurth,
quesos

Leguminosas

Manteca

Margarina

Pan dulce
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Pan blanco

Papa, pasta o arroz

Pavo o pollo

Refresco

Tacos o tortas

Tamales

Té

Tortillas

Verduras

Observaciones:

Nombre del alumno:

ESCALA DE TANNER

Grado escolar:

Por favor, marque una X en la figura de acuerdo a las caracteristicas fisicas que presenta el desarrollo de su

hijo.

Estadio 1. Sinvello pubico. Testlculos y pene infantiles.

Estadio 2. Aumento del escroto y testiculos, piel del escroto enrojecida
y amugada, pene infantil. Vello ptbico escaso en |a base del pene.

Estadio 3. Alargamiento y engrosamiento del pene. Aumento de testiculos
y escroto. Vello sobre pubis rizado, grueso y oscuro.

Estadio 4. Ensanchamiento del pene y del glande, aumento de testiculos,
aumento y oscurecimiento del escroto. Vello ptibico adulto que no cubre

los muslos.
Estadio 5. Genitales adultos. Vello adulto que se extiende a zona medial

de muslos.

Tomado de Tanner 1962,
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Nombre de la alumna:

Grado escolar:

Por favor, marque una X en la figura de acuerdo a las caracteristicas fisicas que presenta el desarrollo de su
hija.

- - Estadio 1. Pecho infantil, no vello pabico.
Estadio 2. Botén mamario, vello pbico no rizado escaso,
en labios mayores.
Estadio 3. Aumento y elevacién de pecho y areola.
Vello rizado, basto y oscuro sobre pubis.
Estadio 4. Areola y pezén sobreelevado sobre mama.
Vello pabico tipo adulto no sobre muslos.
Estadio 5. Pecho adulto, areola no sobreelevada.
Vello adulto zona medial muslo.

Tomado de Tanner 1962,
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RECORDATORIO DE 24 HORAS

-

Después de que se levanté ¢Qué fue lo primero que comid o bebidé?

\_

¢Qué fue lo que comid o bebid a la hora de la comida?

N
4

éQué fue lo que comid o bebid a la hora de la cena y antes de acostarse?

\_

2N

¢Comid o bebid algln alimento entre comidas? ¢ Comid algo en la escuela?
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ANEXO Il
ANALISIS TIPO CON EL PROGRAMA NUTRIKCAL VO

Consultorio de Demostracion de NutriKcal VO

ANALISIS DE HABITOS ALIMENTARIOS Y DIETA ACTUAL

Fecha __ 20/08/2019 Nombre del Paciente Gabriela Vazquez Mireles

Edad 10 Ocupacion
Apetito Come cuando
Disfruta siente Hambre
Sintomas

Combinacién Consumo diario Guia alimentaria Comentarios

en equivalentes recomendada

Verduras 31 Minimo 4 Insuficiente
Frutas 0.0 Minimo 4 Insuficiente

Cereales 9.6 8
Leguminosas 0.4 Minimo 1 Insuficiente
Huevo, Carnes, Queso 3.7 Méaximo 4 Adecuado

Leche 0.0 1
Grasas 0.6 Maximo 3 Adecuado
Azucares 0.0 Maximo 4 Adecuado
Liquido 1199.0 Minimo 1800 Insuficiente
Alcohol 0.0 Maximo 2 Adecuado

Suficiencia y

Consumo diario

Recomendacion

Comentarios

Equilibrio

Energia (Kcal) 1,413 1,800 Insuficiente
Proteinas 14.5% 10% a 20% Adecuado
Lipidos Totales 30.8% 20% a 25% Excedido
Hidratos de Carbono 54.1% 50% a 60% Adecuado
A. G. Saturados 7.1% <7% Excedido
A. G. Monoinsaturados 6.1% < 10% Adecuado
A. G. Polinsaturados 2.8% <8% Adecuado
Colesterol 148 <300 mg Adecuado
Sodio 1,702 <2,500 mg Adecuado
Fibra 12.5 20a30¢g Insuficiente

www.NutriKcal.com.mx
NutriKcal@NutriKcal.com.mx

NutriKcal VO ®



Consultorio de Demostraciéon de NutriKcal VO

ANALISIS DEL RECORDATORIO DE 24 HORAS

Gabriela Vazquez Mireles

Fecha 20/08/2019

Primer Recordatorio

Equivalentes de Azucar 0.00 0%
Equivalentes de Carne 3.65 91%
Equivalentes de Cereal 9.61 120
Equivalentes de Frutas 0.00 0%
Equivalentes de Grasa 0.63 21%
Equivalentes de Leche 0.00 0%

Equivs de Leguminosas 0.40 40%
Equivalentes de Verduras 3.11 78%
Equivalentes de Etanol 0.00
Energia (Kcal) 1413 79%
Proteina (g) 51.1
Lipidos Totales (g) 48.35
Hidratos de Carbono (g) | 191.2
Colesterol (mg) | 148 6%
Fibra (g) 12.5 50%
Vitamina A (Retinol) (mcg) 210 36%
Vitamina C (mg) | 9.9 22%
Acido Félico (mcg) | 19.1 5%
Hierro (mg) 7.10 44%
Calcio (mg) 389 32%
Sodio (mg) | 1702 71%

www.NutriKcal.com.mx
NutriKcal@NutriKcal.com.mx

NutriKcal VO ®
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ANEXO IV

Protocolo para las reacciones de PCR tiempo real

Gen

Master Mix (pL)

Sonda
(L)

Agua grado molecular
(nt)

ADN [20ng/pL]
(L)

Volumen final
(uL)

Método de corrida

ABCA1-rs9282541

4

0.2

19.8

1

25

Pre-read stage-Step 1: 60 °C/30 s
Hold stage-Step 1: 95 °C/15 min
PCR stage-Step 1: 95°C/15s

40 cycles-Step 2: 60 °C/1 min
Post-Read stage-Stepl: 60°C/30s

FTO-rs9939609

0.2

19.8

25

Pre-read stage-Step 1: 60 °C/30 s
Hold stage-Step 1: 95 °C/15 min
PCR stage-Step 1: 95 °C/15 s

40 cycles-Step 2: 60 °C/1 min
Post-Read stage-Step 1: 60 °C/30 s

HHEX-rs1111875

0.2

19.8

25

Pre-read stage-Step 1: 60 °C/30 s
Hold stage-Step 1: 95 °C/10 min
PCR stage-Step 1: 95 °C/15 min

40 cycles-Step 2: 60 °C/1 min
Post-Read stage-Step 1: 60 °C/30 s

HNF4A-rs1800961

0.2

19.8

25

Pre-read stage-Step 1: 60 °C/30 s
Hold stage-Step 1: 95 °C/10 min
PCR stage-Step 1: 95 °C/15 min

40 cycles-Step 2: 60 °C/1 min
Post-Read stage-Step 1: 60 °C/30 s

KCNJ11-rs5219

10

0.3

13.7

25

Pre-read stage-Step 1: 60 °C/30 s
Hold stage-Step 1: 95 °C/10 min
PCR stage-Step 1: 95°C/15s

40 cycles-Step 2: 60 °C/1 min
Post-Read stage-Step 1: 60 °C/30 s

PPARG-rs1801282

0.4

19.6

25

Pre-read stage-Step 1: 50 °C/2 min
Hold stage-Step 1: 95 °C/10 min
PCR stage-Step 1: 92 °C/15 s

50 cycles-Step 2: 60 °C/1.5 min
Post-Read stage-Step 1: 60 °C/30 s
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Abstract

Background: Metabolic syndrome (MetS), a cluster of risk factors, leads to cardiovascular disease (CVD) and
type 2 diabetes (T2D). The second leading cause of mortality in Mexico is T2D. Genetic factors participate in
the pathogenesis of MetS. The HNFA gene encodes a transcription factor that plays a crucial role in energy
homeostasis by regulating the metabolism of glucose and lipids. This study aimed to investigate the association
of the T130I variant of the HNF4A gene in Mexican children with MetS and its constituent components.
Methods: The study was performed in 477 children from elementary schools. MetS was classified according to
the de Ferranti definition. Biochemical parameters were measured and genotyping was performed. Logistic
regression under a dominant genetic model was used to analyze the association of the T130I variant of the
HNF4A gene with MetS and with its components separately.

Results: The prevalence of MetS was 25.4%, and 18.9% in children who presented insulin resistance. Inter-
estingly, this is the first time that a significant association between the T130I variant of the HNF4A gene and
MetS has been reported [odds ratios (OR)=2.31; 95% confidence interval (CI) 1.10-4.83; P=0.026]. More-
over, carriers of the risk allele show higher abdominal obesity (OR =1.20; 95% CI 1.09-4.50; P=0.029). These
findings highlight the active role of genetic variants in the pathogenesis of MetS in Mexican children.
Conclusions: The high prevalence of children with MetS and insulin resistance places this population at an

elevated risk of early CVD and T2D. The Clinical Trial Registration Number is HIM2315/14C.

Keywords: metabolic syndrome, children, polymorphisms, T130I, rs1800961-HNF+4A, insulin resistance

Introduction

METABOLIC SYNDROME (METS) 1s defined as a group of
risk factors that include high blood pressure, elevated
fasting glucose concentrations, dyslipidemia, and central
obesity that together predispose children to the development
of morbidities, particularly type 2 diabetes (T2D)" and car-
diovascular disease (CVD).” The diagnosis of MetS in chil-
dren becomes important due to the development of chronic
metabolic diseases in adult life; however, its diagnosis in
children is not easy. There are different definitions for the
diagnosis of MetS, and the prevalence that is reported in
various studies is highly dependent on the definition used.
The de Ferranti criterion is a pediatric classification based on

the ATP III adult definition that considers the effects of age,
sex, and Puberty, and it is widely used in studies of MetS in
children.”

The pathogenesis of MetS involves interactions between
genetic and environmental factors. Accumulated evidence
indicates that each of the individual components of MetS
has a genetic basis. The expression of each metabolic risk
factor depends largely on its genetic control, which influ-
ences the response to different environmental exposures.”*
The HNF4A gene encodes a transcription factor that is
mainly expressed in pancreatic islets, liver, kidney, and in-
testine.’ In the liver, HNF4A regulates gluconeogenesis
and lipid homeostasis.” Mutations in HNF4A cause mature-
onset diabetes of the young 1 (MODY 1) and susceptibility

'Departamento de Biologfa, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad de México, México.
2Laboratorio de genémica de la diabetes, Unidad Académica de Ciencias y Tecnologia de la UNAM en Yucatdn, Yucatin, México.
3Laboratorio de Endocrinologia Molecular, Hospital Juirez de México, Ciudad de México, México.
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to T2D.3° The variant rs1800961 in HNF4A (T130I) maps to
a protein kinase C phosphorylation site located on a cyto-
plasmic loop. The effect of T130I change is predicted as
probably damaging and disease causing by SIFT, PolyPhen-2,
and Mutation Taster. In addition, the HNF4A-T1031 amino
acid change causes reduced expression in Hela cells and thus
affects the protein function.'

There is evidence that shows that the T130I variant of
HNF4A contributes to the susceptibility to develop T2D in
multiple populations. Particularly in Mexico the frequency of
T130I is the highest around the world for diabetic adults and
an association of this variant with lipid dysfunction in indig-
enous populations has been reported.'’ MetS is considered as
a prelude to diabetes and heart disease in which both genetic
and environmental factors converge in its pathophysiology.
Considering that children have been exposed to the environ-
ment for less time than adults, the evaluation of children could
help the better understanding of the participation of gene
variants involved in the pathogenesis of multifactorial diseases
such as MetS. Thus, this study aims to investigate if the T130I
variant of the HNF4A gene is associated with MetS and its
components in the Mexican child population.

Subjects and Methods
Subjects

We evaluated 477 children aged 9-12 years from six ele-
mentary schools in Chimalhuacan, Estado de México. Parental
signed informed consent was obtained one day before blood
sample and somatometric measurements collection. The chil-
dren signed an assent letter. The Ethics Committee of Hospital
Juarez de México approved the study (HIM2315/14C), in ac-
cordance with the Declaration of Helsinki as revised in 2013.

Clinical and biochemical analysis

According to standardized protocols, systolic blood pres-
sure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP), weight,
height, and waist circumference were measured. The partic-
ipants were classified by using the Tanner scale to consider
the influence of the sex hormones. Blood samples were taken
after 12hr of fasting to determine glucose, triglyceride, and
high-density lipoprotein cholesterol (HDL-c) levels in serum
using the Modular P800 Roche® Diagnostics. To define
MetS, we used the Pediatric criterion established by de Fer-
ranti et al. in 2004.” MetS diagnosis requires the presence of
at least three of the following components: waist circumfer-
ence >75th percentile, glucose 26.1 mmol/L, triglycerides
21.12mmol/L, HDL-c <1.30 mmol/L, or SBP >90th percen-
tile. The metabolic index (MI) was calculated using the
formula MI=([Triglycerides, mmol/L])/[HDL-c, mmol/L]z),
where values >7.0 were interpreted as insulin resistance.

Dietary assessment

Daily dietary energy and nutrients intake was assessed
through a validated interviewer-assisted 24-hr-recall with
standardized portions to determine consumed food quantity.
Energy and nutrients intake were calculated using the open
web-based nutrition software Nutrein. The daily intake was
compared to the Recommended Dietary Allowance (RDA)
for the Mexican healthy children population. RDA repre-
sents the sufficient intake to meet the dietary needs of 97%
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of the population; intakes over or under RDA are deemed as
excess or deficient, respectively.

Genetic analysis

Genomic DNA was extracted from whole blood using
the salting-out method.'® The genotyping of the T1301
variant of the HNF4A gene (rs1800961) was performed
using the TagMan® assay and ViiA™ 7 Real-Time PCR
system for Applied Biosystems®. Hardy-Weinberg equi-
librium was calculated using the online program at http://
ihg2.helmholt2- muenchen.de/cgi-bin/hw/hwt.pl

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Science (SPSS®, Chicago, IL) for
Windows. Data were not normally distributed; thus, the
nonparametric Mann—Whitney U test was used to compare
differences between groups. We applied logistic multinomial
regression under a dominant genetic model to find associa-
tions between genetic variants and MetS and its components
separately; adjustments for age, sex, body mass index (BMI)
percentile, and Tanner scale were used. The results were
considered statistically significant at P<0.05.

Results
Population characteristics

Somatometric and biochemical measurements are shown in
Table 1. After the evaluation of the 477 children under the de
Ferranti criterion, they were grouped as follows: 121 children
with MetS (cases) and 356 without MetS (no-MetS, control
group). The prevalence of MetS was 25.4%, and that of in-
sulin resistance (MI 27.0) was 18.9%. As expected, children
with MetS showed a significant increase in BMI percentile,
waist circumference percentile, DBP percentile, triglycerides,
and MI. HDL-c showed a considerable decrease.

Diet analysis

Table 2 shows the dietary analysis. The recommended
energy intake for Mexican children according to age is 2050
kcal/day; recommendation that was not met by any of the
groups (MetS and non-MetS). Fiber consumption is also
deficient (recommended intake is 20 grams). On the other
hand, the consumption of saturated fat exceeds the daily
allowance (<7%). However, it is interesting to note that
there are no observed differences between the dietary intake
of children with MetS and without MetS.

Association between genetic variant and risk
factors with MetS

The minor allele frequency of the T130I variant of the
HNF4A gene is shown in Table 3. Under the dominant ge-
netic model, T130I is associated with MetS, P=0.026,
odds ratios (OR)=2.316, and 95% confidence interval (CI,
1.10-4.83). The polymorphism is in Hardy-Weinberg
equilibrium. To determine the contribution of T130I to each
of the MetS components separately, we performed the
analysis using data from the whole study population as one
group. Table 3 shows that the T130I variant of the HNF4A
gene was associated with waist circumference percentile
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TABLE 1. CASE AND CONTROL GROUP CHARACTERISTICS
MetS Non-MetS
N=477 Median (Q1, Q3) Median (Q1, 03) P
Frequency (%) 25.4% 74.6% —
Age (years) 10.0 (9.0,10.0) 10.0 (9.0,10.0) 0.078
Sex
Female n (%) 69 (57) 187 (52.5)
Male n (%) 52 (43) 169 (47.5)
Metabolic index (>7.0) 8.0 (6.0,12.0) 3.0 (2.04.0) 0.000
MetS Non-MetS
Pediatric definition of MetS Cutoff point Median (Q1, Q3)  Median (Q1, 03) P
Waist circumference >75th percentile for age and sex 90.0 (75.0, 90.0)  50.0 (25.0, 75.0)  0.000
Systolic blood pressure >90th percentile for sex, age and height ~ 58.0 (38.0, 83.0)  54.0 (31.0, 74.0)  0.085
Fasting glucose >6.1 mmol/L 4.9 4.7,5.3) 49 4.7,5.2) 0.758
Fasting triglycerides 21.12 mmol/L 1.6 (1.3, 2.0) 0.8 (0.7, 1.0) 0.000
Fasting HDL-c <1.30 mmol/L 1.0 (0.9, 1.1) 1.3 (1.1, 1.5) 0.000

Data were expressed as median and IQR, except for N and age. P value <0.05 was considered significant.
IQR, interquartile range; HDL-C, high-density lipoprotein cholesterol; MetS, metabolic syndrome.

275, OR=1.20, 95% CI (1.09-4.50), and P=0.029, under a
dominant genetic model.

Discussion

Despite the lack of a consensus MetS definition for
children and adolescents, most authors agree on its essential
components, such as alterations in serum glucose levels,

TABLE 2. NUTRIENT INTAKE IN CHILDREN
WITH METABOLIC SYNDROME
AND NON-METABOLIC SYNDROME

MetS Non-MetS P

Total energy 1386+736 1537616  0.241

intake (kcal)

Total protein 49+£27 56126 0.143
(grams)

Total protein (%) 14+4 15£5 0.320

Total carbohydrates 186+ 111 201+84 0.429
(grams)

Total carbohydrates 52 (44, 61) 52 (48,59) 0.605
(%)

Total fat (grams) 45 (27, 60) 49 (33,69) 0.241
Total fat (%) 32+14 32+10 0913

SFAs (%, of 10 (5, 12) 9(6,12) 0551
energy intake)

MUFAs (%, 12+6 10£5 0.121
of energy intake)

PUFAs (%, 42 42 0.421

of energy intake)
Cholesterol (mg)
Sodium (mg)
Fiber (grams)
Vitamin A (mcg)
Vitamin C (mg)
Calcium (mg)
Iron (mg)
Folic acid (mcg)

132 (59, 223) 168 (95, 247) 0.221
2060+1272° 19074955 0483
11 (6, 16) 10 (6, 16)  0.859
342 (229, 971) 425 (237, 1007) 0.619
39 (10, 100) 25 (10, 64) ~ 0.378
6234401 6601388  0.614

6 (5, 13) 9(512) 0336
86 (38,214) 72 (3L, 151) 0.295

Data represent the media and standard deviation, the median and
IQR. P value <0.05 was considered significant.

SFA, saturated fatty acid; MUFA, monounsaturated fatty acid;
PUFA, polyunsaturated fatty acid.

central obesity, hypertension, and dyslipidemia'*; all of them
are, by themselves, cardiometabolic risk factors. Morrison
et al. have shown that pediatric MetS predicts the presence of
MetS in adults with an OR of 9.4 and T2D with an OR of
11.5.' Thus, to prevent clinical disorders in adult life, it is
important to diagnose MetS and create strategies to change
habits in children toward a healthy lifestyle.

In our study population, the prevalence of MetS under the
de Ferranti criterion was 25.4%. Some studies in the Mexican
population showed different results using the Cook criterion;
for example, in school children aged 6-12 from seven ele-
mentary schools in Estado de México MetS prevalence was
43.9%.'° In Monterre: , Mexico, the prevalence was 44%, in
children aged 6-12."" In Jalisco, Mexico, in a study of sub-
jects with acanthosis nigricans diagnosed in children before
age 18, MetS prevalence was 43%.'® It is important to
mention that the prevalence of MetS varies according to the
criterion and the cut points used, which makes it difficult to
compare results.'*?’ The advantage of the de Ferranti criterion,
used in this study, is the consideration of the prepuberal sta-
dium, improving the classification, and in Mexico, this is very
important, since pubertal development starts as early as 9 or 10
years. On the other hand, using the de Ferranti criterion, the
prevalence of MetS in Chinese and European obese children
was 33.1% and 35.7%, respectively, while our study showed
that 75% of obese children had MetS (n=46), placinig Mexican
children at a high level of prevalence in the world.*"*?

Our findings showed that MetS children presented an
increase in waist circumference percentile and BMI per-
centile. According to ENSANUT 2016, 3 out of 10 children
in Mexico ages 5-11, are obese or overweight, and this
trend continues increasing in rural areas.”> A cohort study
demonstrated a higher correlation in waist-level adiposity
with MetS in children and adolescents than in adults.**
Likewise, we found an increase in the DBP percentile
(18.2%), high triglycerides (97.5%), and low serum HDL-c
levels (100%) in children diagnosed with MetS. It is im-
portant to note that central obesity is associated with car-
diometabolic risk factors, such as high triglycerides, total
cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol, and insu-
lin, in addition to elevated blood pressure, and reduced
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Odds
ratio MetS

0.026

2.31 (1.10-4.83)
P

Minor allele
frequency (T)
0.05

MetS No-MetS

TABLE 3. ASSOCIATION OF T130I VARIANT OF THE HNF4A GENE WITH METABOLIC SYNDROME, RISK FACTORS OF METABOLIC SYNDROME
0.09

Logistic regression was done using a dominant genetic model with adjustment for age, sex, Tanner scale, and percentile body mass index. P value <0.05 (bold) was considered significant.

CI, confidence interval; SBP, systolic blood pressure.

HNF4A-rs1800961

C/IT

Gene variant

Position
20q13.12
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HDL-c.*® Moreover, visceral adiposity, even with a proper
BMI, may contribute to MetS development.?®

Even though our results showed a high frequency of
MetS, we expected an even more elevated frequency in
our study population, since Chimalhuacan, according to
CONEVAL, is the municipality with the most people in
poverty in México; there are 483,845 people in poverty,
which is equivalent to 61% of its population. Forsdahl
postulated that poverty might act through a nutritional def-
icit to result in a life-long vulnerability to a more affluent
adult lifestyle.?’ In addition, the degree to which social and
family environmental factors influence gene expression may
depend on the dose, timing, and reinforcement of those in-
fluences. Several recent studies reported that adverse social
conditions early in life could alter gene expression during
not only childhood but also adult life.?*2 A possible ex-
planation for why we do not find the highest prevalence of
MetS in the country in children from Chimalhuacan is due
to evolutionary forces that promote glasticity or the ability
to adapt to a range of environments.” Plasticity could alter
metabolic demands to preserve metabolic capacity and
blood flow to vital organs and systems.** However, it is
predictable that in adulthood this situation would result in a
vulnerability to a response to a metabolic challenge.

We evaluated insulin resistance by calculating the MI'%;
the children diagnosed with MetS had an MI=8.0, while the
control group presented an MI=3.0, suggesting the presence
of insulin resistance only in children with MetS (cut point
for MI >27.0). Although there are no clear criteria to define
insulin resistance in children, surrogate markers such as
fasting insulin are inadequate measures of insulin sensi-
tivity. These findings are significant because it is well es-
tablished that insulin resistance has a key role in the
development of T2D, cardiometabolic disease, hyperten-
sion, and dyslipidemia.’> We used the de Ferranti criterion
since it allowed the inclusion of the largest number of
children with metabolic risk factors and insulin resistance
while facilitating the comparison of our reported MI with
other studies.'®

There are many publications of association studies in the
adult population, in which genetic variants have been related
to MetS. The studies about MetS in children and adolescents
are still few, and most of the published information shows
that obesity at early ages plays a key role in the development
of other components of MetS, such as hyperlipidemia, hy-
perglycemia, and hypertension.*®

Interestingly, in this study, the T130I variant of the
HNF4A gene was associated with MetS in children,
OR=2.31 95% CI (1.10-4.83), P=0.026. Likewise, the
T130I variant was associated with a waist circumference
percentile >75th (P=0.029). In previous studies, common
variants different from T130I of the HNF4A gene have been
associated with high serum lipid levels in Finnish and
Mexican families with MetS,37 and with the risk of MetS in
French-Canadian youth.38 However, none of those studies
found an association between the T130I variant of the
HNF4A gene and MetS in children. In Mexico, this variant
has been detected with a very high frequency in indigenous
populations and has also been associated with an increase in
triglycerides in the blood. The presence of T130I is con-
sidered a risk factor for developing early-onset T2D in the
Mexican mestizo population. The increment in consumption
of fast food and sugary drinks has derived in higher levels of
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obesity in the population, which, together, with the reduction
of physical activity that leads to an increasingly sedentary
lifestyle, result in factors that are associated to the develop-
ment of MetS. However, our results from the dietary analysis
show that there are no differences in the consumption of
nutrients in this infant population, therefore we conclude that
the T130I polymorphism has a real association with ab-
dominal obesity and MetS. In our previous studies, we re-
ported a high frequency of T130I in Mexican adult population
and we found T130I to have an impact on the development of
early-onset T2D and the risk for premature chronic compli-
cations.''* Particularly, in Mexican indigenous groups, the
T130I of HNF4A gene is associated with high triglycerides, a
risk factor for the development of T2D, while in Mexican
children, the T130I variant is associated with MetS and
central obesity. Combined, our results contribute to reveal a
role of T130I in the Mexican diabetogenic background and
support the hypothesis of T130I participation in the devel-
opment of diabetes. An increase in intra-abdominal or vis-
ceral adipose tissue causes an increment in the flow of free
fatty acids into the circulation, while in the liver increased
glucose production, lipid synthesis, and secretion of pro-
thrombotic proteins and insulin lead to insulin resistance and
increase the susceptibility to develop diabetes at an early age.

Therefore, we consider that the association of the T130I
variant of the HNF4A gene with MetS in children is of the
utmost importance, especially since our findings suggest that
it can be used as an early marker of developing MetS, in
addition to CVDs and T2D during adulthood in the Mexican
population.'* In Mexico, childhood obesity represents a
serious public health problem, and adverse genetic factors
such as the HNF4A polymorphism, which results in T130I
amino acid change, must be taken into account to improve
the health of the child population.

This study supports evidence of a health problem in Mex-
ican childhood, which involves transgenerational poverty,
changes in lifestyle, and genetic component that lead to the
risk factors grouped in MetS. Additionally, our group previ-
ously reported the existence of distinct gut microbiota taxo-
nomic profiles in undernourished and obese children from this
low-income area of Chimalhuacén.* Thus, to better under-
stand all the causes of MetS, the analysis of relevant genetic
variants linked to obesity, blood pressure, glucose, and lipid
metabolism, will help us develop new strategies to prevent the
incidence of MetS.

In summary, we can conclude that the T130I variant of
the HNF4A gene is associated with the MetS in Mexican
children and impacts single metabolic parameters such as
high waist circumference. In addition, we report a high
prevalence of MetS and insulin resistance in Mexican
children. These findings indicate the strong genetic influ-
ence in Mexicans on the development of chronic degen-
erative diseases.
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