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Resumen

Antecedente. EIl aumento en la prevalencia e incidencia de Diabetes Mellitus tipo 2 (DT2) en todos
los grupos de edad de nuestra poblacion, aunado al elevado costo del tratamiento de la enfermedad
y sus comorbilidades, conlleva a la necesidad de crear modelos de prediccion diagnoéstica y
preventiva desde estadios tempranos de la vida.

Objetivo. Evaluar si un puntaje de riesgo genético (GRS) con 10 polimorfismos de un solo
nucleétido (SNPs) asociados a DT2 mejora la prediccion de riesgo de la enfermedad de inicio en la
edad pediétrica en nifios y adolescentes mexicanos.

Metodologia. Estudio de casos y controles. Se incluyeron 97 pacientes con diagnostico reciente de
DT2 (menos de un mes), con inicio de la enfermedad antes de los 18 afios. Adicionalmente se
estudiaron 84 controles de base poblacional sin diagnostico de diabetes. Se obtuvo informacion
sobre historia familiar de DT2, variables demogréficas, factores de riesgo perinatal, asi como de
habitos de alimentacion y actividad fisica. Adicionalmente se realizaron mediciones
antropomeétricas, bioguimicas y de condicién fisica. Se realizo la genotipificacién de 10 SNPs
previamente asociados con DT2 de inicio en la edad pediatrica en nuestra poblacion y se calculd
una puntuacién de riesgo genético con la suma de los alelos de riesgo. Se realizé un modelo de
regresion logistica multivariado para evaluar el riesgo de DT2 de inicio en la edad pediéatrica, asi
como un analisis de curvas ROC para evaluar la prediccion de DT2.

Resultados. El puntaje Z del indice de masa corporal (Z-IMC) y el antecedente de DT2 en la madre
se asociaron a DT2 de inicio en la edad pediatrica (OR=1.7, p=0.009 y OR=7.1, p<0.001
respectivamente). No se identificaron otros factores de riesgo clinicos asociados. Se encontrd una
asociacion significativa entre el GRS y el inicio de DT2 en edad pediatrica (OR=1.3 por alelo de
riesgo, p=0.006). El GRS, los factores de riesgo clinico y el GRS maés los factores de riesgo clinico
tuvieron un érea bajo la curva de 0.66 (IC 95% 0.56-0.75), 0.72 (IC 95% 0.62-0.81) y 0.78 (IC 95%
0.70-0.87) respectivamente (p<0.01).

Conclusiones: ElI GRS basado en 10 SNPs se asocié con DT2 de inicio en la edad pediatrica en
nuestra poblacion y mejora los modelos de prediccion de forma modesta. Sin embargo, los factores
clinicos como el Z-IMC'y la historia familiar de DT2 contintan siendo los factores de mayor utilidad

predictiva en nuestra poblacion.



Marco Teorico

La prevalencia de obesidad, sindrome metabolico y diabetes mellitus tipo 2 (DT2) han incrementado
en todo el mundo. De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud en México, el 10.3% de la
poblacion tienen diabetes mellitusl112] y la DT2 es la forma mas frecuente.[3! Esta enfermedad esta
afectando con mayor frecuencia a poblacion de menor edad, identificandose presentaciones
tempranas (antes de los 45)[4! e incluso presentaciones que podrian considerarse “ultra tempranas”

en la edad pediétrica (antes de los 19 afios).[5!

La DT2 se caracteriza por un mecanismo dual de disfuncion de las células 3 del pancreas y
resistencia a la insulina en los 6rganos diana.l6! Es una enfermedad de origen multifactorial en la
que interacttan factores genéticos y ambientales. Aunque los principales factores ambientales, como
una dieta poco saludable y la inactividad fisica, son bien conocidos,[7] el componente de riesgo
genético no esté claramente definido. Se presume que el riesgo genético de enfermedades complejas
como la DT2 es mayor cuando afectan a poblacion mas joven; sin embargo, los factores de riesgo
genéticos para DT2 de inicio tardio no siempre se observan asociados a presentaciones tempranas

de la enfermedad y viceversa.[g119]

Se ha sefialado que la DT2 de inicio temprano corresponde a un fenotipo mas agresivo, los pacientes
suelen ser mas obesos, tienen mayores alteraciones lipidicas, peor control metabdlico, mayores
complicaciones crénicas, asi como un alto riesgo de infarto y muerte cardiovascular.l10M1111121[13]
Sin embargo, estas aseveraciones provienen de estudios que involucran pacientes mayores de 20
afios y es de esperar que la presentacion de la enfermedad en la edad pediatrica se relacione con un

fenotipo alin mas adverso.[14]

Factores de riesgo para DT2

Como se mencion0 previamente, la DT2 es una enfermedad multifactorial en la cual participan
factores geneticos y ambientales que interacttian predisponiendo o protegiendo a los individuos para
desarrollarla. Cuando los factores genéticos de susceptibilidad se combinan con factores ambientales

nocivos se expresa la enfermedad.



Factores de riesgo ambiental

El tiempo en el que ha incrementado la incidencia de DT2 no ha sido suficiente para que se hayan
presentado cambios significativos en el genoma humano que por si mismos expliquen este aumento,
por lo que los factores ambientales son en gran parte los responsables del incremento de la

enfermedad en personas susceptibles.l15M16!

Se considera que la obesidad es el principal factor de riesgo adquirido para el desarrollo de DT2,
esto apoyado por un incremento paralelo entre la obesidad y la incidencia de la enfermedad en
diversos grupos poblacionales. Aproximadamente el 85% de los nifios con DT2 son obesos a
consecuencia de estilos de vida poco saludables relacionados con el sedentarismo y los malos
habitos de alimentacion.[171118] La presencia de obesidad, sobre todo aquella que se localiza a nivel
visceral, ocasiona cambios metabodlicos diversos (resistencia a la insulina, alteraciones en el
metabolismo de los lipidos, estados proinflamatorios cronicos, etc.) que se asocian con mayor riesgo

de enfermedades metabdlicas y cardiovasculares.[19!

Entre los factores de riesgo ambiental, también se han sefialado los que influyen desde la etapa
perinatal y que son capaces de programar alteraciones metabdlicas que repercutiran en la vida adulta
predisponiendo al desarrollo de DT2 como son: la exposicién a diabetes gestacional, peso al
nacimiento <2500 gr 6 >4000 gr, asi como el crecimiento acelerado durante los primeros meses de
vida.[20M21!

Factores de riesgo genético

Los factores de riesgo genético permiten explicar por qué existe una mayor incidencia de la
enfermedad en algunos grupos étnicos, asi como en familiares de pacientes afectados, la diferencia
en la concordancia entre gemelos monocigotos y dicigotos y el por qué la enfermedad se presenta

solamente en algunos de todos los individuos expuestos a factores ambientales adversos.[22]

Grupos étnicos de riesgo. Estudios multiétnicos han descrito que las poblaciones asiaticas, hispana,

afro-americana e indigena de Norteamérica tienen un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad,

siendo los indios Pima la poblacién mas susceptible.[231241 251 | a Federacion Internacional de



Diabetes sefiala que la prevalencia de la enfermedad en Meéxico es una de las més altas a nivel
mundial {26!

Agregacion, Transmision y heredabilidad familiar. Las familias ademéas de compartir factores

geneticos también comparten factores ambientales que pudieran explicar la mayor frecuencia de la
enfermedad en sus integrantes. Estudios realizados en gemelos plantean una heredabilidad entre 25-
40%, lo que sugiere una interaccion entre factores, genéticos y ambientales, que contribuyen
sustancialmente al riesgo individual de presentar DT2.[27]

Variantes genéticas. Con el desarrollo de las nuevas tecnologias se han identificado variantes

comunes (frecuencia del alelo menor o MAF >5%) asociadas a la enfermedad, que presentan un
efecto pequefio sobre el fenotipo. Los estudios de Asociacion de Genoma Completo (GWAS por
sus siglas en inglés) han identificado mas de 90 loci de susceptibilidad para DT2 y mas de 50 loci
para parametros relacionados. A pesar del alto nimero de loci identificados, el impacto individual
de cada variante estudiada es bajo y los loci de susceptibilidad a DT2 identificados explicarian
aproximadamente s6lo un 10% de la heredabilidad de la DT2.[28]

Los polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs) son un tipo de polimorfismo que producen una
variacion en un solo par de bases. Los SNPs forman hasta el 90% de todas las variaciones gendmicas
humanas, y aparecen a lo largo del genoma humano aproximadamente cada 300 bases.

Los SNPs pueden encontrarse en regiones codificantes pudiendo alterar la estructura de la proteina
y, por tanto, su funcion. También los SNPs pueden encontrarse en regiones no codificantes, las
cuales estan conservadas a través de las especies y pueden representar regiones reguladoras

funcionalmente importantes.[29!

SNPs asociados a diversos genes como KLF14, ENPP1, ADAMTS9, ADIPOQ, IRS, GCKR,
SREBF1, FTO HNF4A, NOTCH2, IGF2BP2, CDKAL1, JAZF1, SCL30A8, HHEX, TCF7L2, EXT2,
FTO han sido asociados a DT2.[30!



En nuestra poblacién se han estudiado SNPs en adultos y su relacion con el inicio de DT2 y se han
reportado SNPs de los genes SLC16A11, INS-IGF2, KCNQ1 y SLC30A8 asociados a la enfermedad
en ambos géneros, CDKN2B asociado exclusivamente en mujeres y WFS1, IGF2BP2 y TCF7L2 en
hombres.[31] Se han estudiado méas de 64 SNPs en nuestra poblacion, algunos de los cuales han sido

consistentes incluso en edad pediatrica.

Antecedentes

Hay pruebas sélidas de agregacion familiar y predisposicion genética a la DT2 en poblacion
mexicana, incluyendo nifios y adolescentes. También se han realizado estudios en los cuales se ha
identificado la asociacion de algunos SNPs con la presencia de DT2 de inicio en la edad pediatrica

en poblacion mexicana (Tabla 1).

Tabla 1 SNPs asociados a DT2 de inicio pediatrico[32]

Gen rs Clase Alelos FAM(%) FAM (%) OR 95% Cl p Referencia
reportado funcional ) 1000 PG
mexicanos

SLC16A11 rs13342232 Sinénimo A/G 41.6 16.3 1.9 1.2-3.0 0.003 37
ADORA1 rs903361 Intergénico A/G 27.8 37.7 1.9 1.2-3.0 0.010
CADM2 rs13078807 Intrén A/G 9.3 8.7 2.2 1.2-4.0 0.009
GNPDA2  rs10938397 Intergénico  A/G 325 326 22 1437 9.0E-4 =8
VEGFA rs6905288 Downstream G/A 35.5 35.5 1.4 1.1-2.1 0.044

(rio abajo)
FTO rs9939609 Intréon T/A 20.6 34.0 1.8 1.0-2.3 0.039
POC5 rs2112347 Upstream G/T 29.6 48.9 1.7 1.4-2.1 6.9E-4

(rio arriba)
RPS10 rs206936 Intréon A/G 34.6 35.5 1.5 1.2-1.8 0.005

39

GLIS3 rs7034200 Intréon A/C 35.5 44 .4 2.1 1.8-2.4 1.9E-6
LINGO rs10968576 Intrén A/G 21.2 20.4 2.0 1.6-2.4 4.3E-4

FAM: Frecuencia de alelo menos comun; GP: Proyecto genoma



Como se puede observar, la magnitud de la asociacion de cada uno de los SNPs es baja (OR 1.4 a
2.2), por lo que se ha propuesto que un perfil genético de susceptibilidad que incluya la suma de

variantes de susceptibilidad podria explicar de mejor manera el riesgo genético de desarrollar DT2.

A diferencia de las enfermedades mendelianas, donde la presencia de una mutacién especifica es
determinante y tipicamente anuncia la eventual aparicion de la enfermedad, el riesgo genético de
enfermedades complejas y multifactoriales es probabilistico.!133! Esto se debe a que, para rasgos
complejos, la mayoria de las variantes genéticas asociadas ejercen efectos modestos, y la capacidad
de cualquier variante individual para influir en los resultados clinicos es pequefia. De manera que
uno de los enfoques es sumar los efectos de los alelos de riesgo asociados con una condicién dada,
para generar una estimacion agregada del riesgo genético (GRS / Genetic Risk Score, por sus siglas
en inglés). En la Tabla 2 se presentan los estudios que han evaluado distintos GRSs para la
prediccion de DT2 siendo la mayoria de ellos realizados en poblacion, con escasa informacién en

presentaciones de DT2 en la edad pediatrica.

Tabla 2. Estudios realizados evaluando distintos GRS para predecir inicio de DT2.

Autores / Poblacion y disefio Resultados principales Conclusiones
Afio
Andersson Copenhage. (n=5,850). HR 1.06 (IC 95% 1.03-1.08). El GRS se asoci6 con la incidencia de
EA, 2013. Cohorte, seguimiento a 5 Regresion Cox ajustado a edad, diabetes y con la disminucién de la
[34] afios. Genotipificacion 46 sexo e IMC indice Hazard 1.10 reserva pancreatica de insulina. Junto
variantes en menores de 50 afios y 1.06 en  con el IMC se asoci6 con un aumento
mayores de 50 afios. en los niveles de glucosa plasmatica
postprandial.
Saxena R. Estudio multiétnico de GRS con 26 variantes asociadas El GRS evaluado se asocio a DT2 en
2012 [35] casos (n= 70,298) y a DT2, y la sefial de la regiébn mdultiples grupos étnicos.
controles (n=17,418). GATAD2A se asocio a riesgo en
afroamericanos (OR=1,06 [IC
del 95%: 1.04-1.08]; p <1019),
hispanos (OR = 1,07 [IC del
95%: 1.03-1.12]; p <10%) y
asiaticos (OR = 1.12 [IC del
95%: 1.04-1.22];
p <109).
Layron J. Afro-americanos El GRS se asoci6 con la EI GRS se asocio significativamente
2018.136! (n=4622), >18 afios sin incidencia de DT2 en modelos con DT2 (riesgo 9% de mayor riesgo

DT2, con informacidn
genética, demografica y
factores de riesgo clinicos
iniciales.

que incluyen factores de riesgo
clinicos (HR=1.037, 95% CI:
1.006-1.070 y HR=1.029, 95%
Cl: 1.002-1.057).

para DT2 en individuos
normoglu cemia inicial.

GRS 5-7% mayor riego de DT2 entre
los normotensos, baja HDL, e
hipertriglicerdimia.

Los resultados no mostraron que el
GRS mejorara la prediccién del

con




riesgo sobre los factores de riesgo
clinicos.

Stancakova n= 8,749 sin diabetes GRSgLucavuno (35 SNPs) y GRSrp, GRSrre, GRS)s se asociaron
A inicialmente, confirmada GRScLucen (9 SNPs) tuvieron — significativamente con un incremento
2017.[37] por CTOG 2hrs. efecto similar en la glucosa de en laglucosa plasmatica postprandial.
Estudio de cohorte ayuno FPG (0.025 mmol/l por (p< 0.0083). GRStp se asocid a
seguimiento a 8 afios. unidad GRS) y de 2 horas (0.087 cambios en la glucosa y secrecion de
mmol/l por unidad GRS) en los insulina. Los 3 GRS predicen el
niveles iniciales.  GRSprz, deterioro de la glucosa de ayuno y la
GRSrpe, GRSisse asociaronaun incidencia de DT2. Afiadir el GRS a
aumento del riesgo de presentar un modelo de factores de riesgo
DT2 del 4% ,3%, 4% por alelo clinico, aumenta escasamente la
de riesgo respectivamente. prediccion de DT2. A méas SNPs
GRStp2 (76 SNPs) con HR 1.05 dentro de un GRS, mayor es su
y P=1.0x10"tras el ajuste. utilidad predictiva
Rao P. n= 461 casos con ElI GRS se asocio a la EIGRSqueseconstruyéacumulando
2016.[38] diagndstico de DT2 y n= susceptibilidad de DT2 (OR = el poder de 19 SNP lo convierte en
434 controles. 1.93, IC 95% = 1.42-2.62, p una posible herramienta para
<0,001. identificar individuos con alto riesgo
de desarrollar DT2.
Pigeyre M. n= 341, 872 controles Después de la estandarizacién, Genéticamente la concentracién de
2020. [39] N = 16,320 casos con el ECA GRS se asocio con una ECA mas baja se asocid con una
DT2. mayor disminucion en el riesgo  menor prevalencia de diabetes tipo 2.
de diabetes tipo 2 de 81% por Los hallazgos genéticos refuerzan el
2,AmmHg de PAM (0.19(0.07— efecto protector causal de los
0.51) P = 0,007 para la inhibidores de la ECA sobre la
diferencia). diabetes tipo 2 y sugieren un efecto
acumulativo a lo largo del tiempo.
Fontaine- n= 1327 pacientes DT2y Las probabilidades de DT2 por Agregar SNP previamente asociados
Bisson. n = 1424 controles. cuartil del GRS OR 1.25 (IC del con glucosa, insulina, lipidos u
2010. [40] 95% 1.17-1.34) obesidad en ayunas a un GRS para
Parael GRSOR=1.33 (95% IC DT2 aumenta significativamente el
1.24-1.43) poder de discriminacién entre
personas con y sin DT2, con
manifestaciones clinicas en
comparacién con un modelo que
incluye solo los loci convencionales
para DT2.
J. M. de 3,471 sujetos del estudio En <50 afos, el area bajo la EI GR mejoro la prediccion de DT2
Miguel- Framingham curva de la prediccion basado en  con el uso del GRS de 40 SNPs con
Yanes P. estratificados por edad factores de riesgo clinicos fuede mayor efecto predictivo en <50 afios.
2011. [41] (<50 anos, DT2 casos 0.908 y aumentd a 0.911 con el

n=144; 0 >50 afios, casos
n =302). Seguimiento por
34 afios. Incluy6 factores
de riesgo clinico y un
GRS de 40 SNP

GRS de 40SNP.
En >50 el puntaje de 0.883 y
0.884 respectivamente (p=0.2).

HR = Hazard ratio OR = Odds ratio. GRS = genetic risk score. SNPs = single nucleotide polimorphysm.



Planteamiento del problema

En México la DT2 representa un problema de salud publica debido a que su prevalencia ha ido en
aumento y se esta extendiendo a edades cada vez mas tempranas. Se ha postulado que los factores
genéticos pueden contribuir a las diferencias en la susceptibilidad para presentar la enfermedad entre
los individuos, pero a pesar de lo anterior, la interaccion de los factores genéticos con los factores
ambientales de riesgo para el desarrollo de DT2, asi como de otras alteraciones metabdlicas no esta

completamente definida.

A pesar de que existe una gran cantidad de estudios que han identificado variantes genéticas
asociadas a DT2 en distintos grupos étnicos, la informacidén es menor en poblacién mexicana, la
cual parece tener genotipos de susceptibilidad propios que hasta la fecha no estan completamente
identificados. Aunado a lo anterior, aunque se considera que puede existir una mayor participacion
de factores genéticos en las enfermedades complejas cuando afectan a poblacion de menor edad, la
informacidn sobre variantes génicas en las presentaciones pediatricas de DT2 es todavia escasa.
Pese a ello, se han identificado 10 SNPs asociados con la presencia de DT2 en poblacion mexicana.
A la fecha, no se ha explorado si la integracion de estas variantes genéticas en un GRS ayuda a
mejorar la prediccion del desarrollo de DT2 en la edad pediatrica.

Pregunta de investigacion

¢Cual es la utilidad de un GRS para la prediccion de DT2 de inicio en la edad pediatrica?

Justificacion

El aumento en la prevalencia e incidencia de la DT2 en todos los grupos etarios de nuestro pais y el
alto costo que conlleva la atencion de la enfermedad y sus comorbilidades, llevan a la necesidad de
contar con modelos de prediccion diagndstica y prevencion desde etapas tempranas de la vida. Dado
que se trata de una enfermedad multifactorial, ademas de los factores de riesgo clasicos para la
enfermedad (ej. obesidad, antecedentes familiares, peso bajo o alto al nacimiento, etc.), se deben de
incorporar factores de riesgo genético a los modelos de prediccion.



El identificar poblacion en riesgo permitira reforzar medidas de prevencion y deteccion oportuna de
la enfermedad. Por otro lado, la falta de integracion de factores genético continla dejando
descubierta la contribucion de alrededor del 50% en la heredabilidad que tienen estos factores para

el desarrollo de la enfermedad en la edad pediatrica en nuestra poblacion.

Objetivos
General

Evaluar si un GRS con 10 SNPs asociados a DT2 de inicio en la edad pediatrica mejora la prediccion

del riesgo de la enfermedad en nifios y adolescentes mexicanos.
Especificos

- Construir un GRS con los 10 SNPs de riesgo asociados a DT2 en nifios y adolescentes
mexicanos.
- Evaluar la integracion del GRS a otros factores de riesgo para la prediccion de DT2 en

nifios y adolescentes mexicanos.
Hipdtesis

- EI GRS se asociara con la presencia de DT2 de inicio en la edad pediatrica en poblacién
mexicana (OR >1.3 por alelo de riesgo).
- ElI GRS mejoraré la prediccion de la enfermedad (>5%) en comparacion con los factores

de riesgo habituales para la enfermedad.

Métodos

Disefio del estudio

Estudio de casos y controles.



Poblacion de estudio

e Caso con DT2 de inicio en la edad pediatrica. Se consideraron como casos pacientes menores

de 18 afios, con diagnostico reciente de DT2 (menos de un mes), con inicio de la enfermedad
antes de los 18 afios, reclutados en la Clinica de Diabetes del Hospital Infantil de México
Federico Gomez. La presencia de DT2 fue determinada de acuerdo con los siguientes criterios:

e Diagndstico previo de DT2 y/o resultados positivos en una curva de tolerancia oral a la
glucosa (CTOG) de acuerdo con los criterios de la Asociacion Americana de Diabetes.*>*

e Ausencia de anticuerpos anti-descarboxilasa del acido glutdmico y anti-insulina.

e Sin caracteristicas clinicas para considerar diabetes tipo MODY como:

o Elevacion leve y estable de la glucosa.

o) Mdltiples miembros en la familia con diabetes sin caracteristicas de tipo 1 (sin
auto-anticuerpos pancredticos, sin requerimientos 0 pocos requerimientos de
insulina 5 afios posteriores al diagnostico) o de tipo 2 (obesidad marcada,
acantosis nigricans).l42} 43l

e Niveles de péptido C >0.45 ng/mL.

Controles. Fueron contactadas solicitando a los casos que invitaran amigos, vecinos o conocidos
con algun integrante de edad similar a los casos indices y que no tuvieran el diagnéstico de diabetes
para que fungieran como controles poblaciones. La ausencia de la enfermedad fue corroborada al
momento del estudio mediante una CTOG. Los controles no tenian relacion familiar con los casos.
Todos los participantes radicaban en la zona metropolitana del Valle de México y las tres
generaciones a partir del caso indice eran nacidas en México. Nuestro grupo de investigacion ha
observado que la proporcién ancestral de la cual proviene nuestra muestra consiste en 65% nativo
americano, 30% europeo y 5% africano.[44],[45, 46].
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Procedimientos

Las mediciones se realizaron en el Hospital Infantil de México Federico Gomez considerando las
variables en el Anexo 1. Se invitd a los participantes y se les explicaron las caracteristicas del
estudio, objetivos, procedimientos, riesgos y beneficios. Se solicitd la firma de las cartas de
consentimiento informado, asentimiento y autorizacion para guardar muestras de sangre en un banco
de ADN a cada uno de los participantes (Anexos 2, 3y 4). El protocolo fue registrado y aprobado
por los Comités de Investigacion, Etica y Bioseguridad de la Institucion HIM 2009-017 / HIM 2013-
014.

Los participantes acudieron en dos ocasiones para la realizacion del estudio. En la primera visita se
obtuvo informacion sobre los antecedentes heredofamiliares y perinatales de los participantes y se
realizaron mediciones de presion arterial y antropometria (Anexos 5 y 6). Los pacientes acudieron
con ayuno de 12 horas y se tomd una muestra de glucemia capilar, asi como muestras de sangre
venosa para la determinacion de las pruebas bioquimicas y los estudios genéticos. Adicionalmente,
se aplicaron los cuestionarios de frecuencia de consumo de alimentos y actividad fisica (Anexos 7

y 8).

En una segunda visita programada 1 a 2 semanas después se realizo la prueba de Harvard para
evaluar la condicidn fisica de los participantes. Se entreg6 por escrito un resumen de la valoracion
de su condicién nutricia y de los examenes de laboratorio. Asimismo, los pacientes recibieron
asesoria sobre los estilos de vida para disminuir el riesgo de enfermedades metabodlicas y
cardiovasculares. En los casos en los que se encontraron alteraciones que requerian de atencion

médica, los pacientes fueron referidos a su servicio de salud correspondiente.
Mediciones antropométricas y bioquimicas

Las medidas fueron tomadas por personal capacitado. Los participantes se midieron sin zapatos y
con ropa ligera. El peso se midié con una escala digital (Seca 884, Hamburgo, Alemania) con
precision de 0.1 kg; la altura se determind con un estadiometro (Seca 225, Hamburgo, Alemania)
con precision de 0.1 cm. Se midié la circunferencia de cintura con los participantes de pie usando

una cinta flexible (Seca 200), localizando en el punto medio entre el borde costal inferior y la cresta
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iliaca al final de la exhalacion. La clasificacion del indice de masa corporal (IMC) se realiz6 de
acuerdo los criterios de la CDC (Centers of Disease Control, por sus siglas en inglés) y se considero

sobrepeso como un IMC entre percentil de 85 a 95 y obesidad un percentil >95.

Se obtuvo muestra de sangre periférica con ayuno de 12 horas para las determinaciones bioquimicas
de: glucosa (mg/dL, método de hexoquinasa Dimension RXL. MAX, Siemens), insulina (mU/mL,
quimioluminiscencia IMMULITE 1000, Siemens, Euro, DPC, Llanberis, UK), péptido C (ng/dL,
quimioluminiscencia IMMULITE 1000, Siemens, Euro, DPC, Llanberis, Uk) y hemoglobina Alc
(HbA1c % y mmol/mol, Dimension RXL. MAX Siemens inmunoensayo).

En los participantes sin el diagnostico de diabetes y en quienes la glucemia en ayuno fue <126
mg/dL, se realiz6 una CTOG con 1.75 g/kg de glucosa anhidra con un maximo de 75 gr. Se
realizaron mediciones de glucosa e insulina 2 horas posteriores a la administracion de glucosa (2
mL).

Para valorar la resistencia a la insulina se calcul6 el indice de HOMA-IR ([glucosa de ayuno en
mg/dL X insulina en ayuno en mU/mL]/405).[47, 48]

Habitos de alimentacidén y actividad fisica

La aplicacion de los cuestionarios sobre habitos de alimentacion y actividad fisica fueron realizados
por personal capacitado y cegado a la condicién del participante. La ingesta de alimentos fue
evaluada utilizando una version adaptada de un cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos
con una evaluacion semicuantitativa considerando el mes previo a la evaluacion (Anexo 7). Como
material de apoyo, se utilizaron réplicas de alimentos para estandarizar el tipo y cantidad de los
principales alimentos consumidos por los participantes. El cuestionario consta de 111 alimentos
clasificados en 13 grupos. Se estimé la ingesta por dia calculando la cantidad de alimento en relacién
con unidades de medida (ej. pieza, taza, plato, cucharada), asi como el tamafio (chico, mediano o
grande). Para el analisis de la frecuencia de consumo se calcularon los gramos o mililitros de la
ingesta por dia de cada uno de los alimentos. El analisis nutrimental se realizé mediante el programa
Food Processor® (version 10.10, 2012, ESHA Research Inc., Salem, OR), que incluye alimentos de
la dieta mexicana. Se calcularon los porcentajes de adecuacion de energia e ingesta de

macronutrientes de acuerdo con las recomendaciones para la poblacién mexicana.
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La actividad fisica se estim0 mediante un cuestionario (Anexo 8). Los participantes contestaron
preguntas acerca de la intensidad, frecuencia y duracion de sus actividades fisicas por semana. Se
utilizé un procedimiento estandarizado utilizando una escala continua para medir el gasto energético
como equivalentes metabdlicos (MET/minutos/dia). Un MET corresponde a 3.5 ml
02/kg—1/min—1.[49]

Prueba de condicién fisica (Harvard)

Se evalud la condicidn fisica utilizando la prueba del escalon de Harvard modificada, la cual consiste
en subir y bajar un escalon de 30 cm de altura, 42 cm de ancho y 38 cm de profundidad durante 5
minutos a una velocidad de 30 ciclos por minuto con ambos pies. Se registré la frecuencia cardiaca
a los 0, 1 y 2 minutos posteriores a que los participantes completaran la prueba o ellos mismos
detuvieran el ejercicio prematuramente. El indice de condicion fisica se calculé mediante el total de

segundos multiplicado por 100 y dividido por la suma de las 3 frecuencias cardiacas registradas.[50]
SNPs y Genotipificacion

Se obtuvieron 10 ml de sangre periférica para la obtencion del material genético a partir de
leucocitos. El aislamiento de ADN vy la identificacion de los SNPs se realizd en la Unidad de
Investigacion Médica en Bioquimica de la UMAE del Hospital de Especialidades Bernardo
Sepulveda del Centro Médico Nacional siglo XXI. Los SNPs del GRS fueron seleccionados en base

a su asociacion previa con DT2 de inicio en la edad pediatrica en nuestra poblacion.[32, 51-53]

El ADN se extrajo utilizando el Mini/Kit QIlAamp (Qiagen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La pureza y concentracion se evalud por espectrofotometria a 260/280 nm (Epoch®
spectrophotometer, BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA) considerando un cociente de pureza
entre 1.7 y 1.9. La integridad del ADN se confirm6 mediante electroforesis con geles de agarosa al
0.8%, y la integridad se comprobd en un gel de agarosa del 0.8%. La genotipificacion se realizd
mediante sondas TagMan OpenArray (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) que realizan un
analisis de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) en tiempo real de

acuerdo con las instrucciones del fabricante, alcanzando una tasa de éxito >95%.
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Puntaje de riesgo genético (GRS)

Examinamos un total de 10 SNPs (para los nombres genéticos, funciones y rasgos asociados, véase
Tabla 1). En estudios previos se determin la asociacion de estos 10 SNPs con el inicio temprano
de DT2 independientemente del IMC.[32, 51, 52, 54] La construccion del GRS se realizé sumando

el nimero de alelos de riesgo de los 10 SNPs incluidos (cero, uno o dos).

Formacion de recursos humanos

El residente de pediatria contribuy0 en la recoleccion de datos relacionados con los factores de riesgo

clinico, la integracion de la base de datos y la redaccion de manuscritos.

Tamano de muestra

El calculo de tamafio de muestra se realiz6 para estudios de asociacion génica, considerando de
forma individual cada uno de los SNPs incluidos. La estimacién se realizd6 mediante el programa
Quanto v2.1. En este modelo logistico se considerd un tipo de herencia multifactorial, alfa de 0.05,
poder de 0.8 y la frecuencia de la variante génica reportada en el Hapmap obteniendo un tamafio de
muestra de 100 participantes por grupo para un OR >1.3. Sin embargo, a pesar de que la incidencia
de la enfermedad ha incrementado en poblacion pediatrica, la prevalencia de DT2 en nifios y
adolescentes continua siendo baja por lo que se logro incluir 97 casos y 83 controles obteniendo un
poder de 0.77.

Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis descriptivo de las variables sociodemogréficas, clinicas y bioquimicas
mediante la determinacion de frecuencias, media y desviacién estandar (DE) de acuerdo con el tipo
de variable. El manejo de la base de datos se realizo en el programa STATA (version 11.0; STATA
Corp, College Station, TX). Se utilizo el programa Food Processor SQL (version 10.9.0, 2011,
ESHA Research, Salem, Oregon) para el andlisis del aporte cal6rico, asi como de macro y

micronutrimentos. Las diferencias entre casos y controles se evaluaron mediante la prueba t de
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Student para las variables continuas de distribucion normal, U de Mann-Whitney para diferencias

de medianas y chi-cuadrada para las variables categoricas.

Para el andlisis de la asociacion de los SNPs se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas.
Se estiman razones de momios e intervalos de confianza al 95%. Se considero el modelo aditivo
asignando un valor numerico (0, 1 0 2) en base al numero de alelos de referencia. Estos analisis se
realizaron en el programa STATA version 11.0 (STATA Corp., College Station, TX).

Finalmente se identificd la asociacion de factores de riesgo asociados a DT2 (IMC, antecedente
familiar de la enfermedad, factores de riesgo perinatales, condicion fisica, etc.) y se construyé el
GRS con la suma de los alelos de riesgo identificados. Se analizaron tres modelos de regresion
logistica: 1. Modelo con la inclusion de los factores de riesgo ya conocidos para la enfermedad y
que fueron identificados como significativos en la muestra estudiada (edad, sexo, Z-score del IMC
y antecedente materno de DT2), 2. Modelo con el GRS; y 3. Modelo combinado con los factores de
riesgo clinicos y el GRS. Se analizo el area bajo la curva para evaluar la capacidad discriminatoria
para identificar la presencia de DT2 de inicio en la edad pediatrica de los modelos. Adicionalmente
se realizd un analisis de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic por sus siglas en inglés)

para identificar la capacidad predictiva de cada uno de los modelos.

Resultados

En el estudio se incluyd un total de 97 casos con DT2 de inicio en edad pediatrica y 83 controles
menores de 18 afios sin diagnostico de DT2. En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas clinicas
de los participantes. Como era esperado, se observaron mayores indices de obesidad y niveles de
glucosa y resistencia a la insulina en el grupo de participantes con DT2. Adicionalmente, se observo
mayor frecuencia de antecedentes familiares de DT2 y exposicion a diabetes durante la gestacion en
el grupo de casos. Paradojicamente, se reportd un menor consumo caldrico y mayor actividad fisica
en el grupo de casos; sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el indice de

condicion fisica entre los grupos.
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Todos los SNPs analizados se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg y tuvieron efecto en la
direccion esperada. EI modelo de regresion logistica ajustado para edad, género y Z-IMC mostr6
que, posterior a la correccion de Bonferroni, 2 SNPs se asociaron significativamente a DT2 de inicio
en edad pediatrica, mientras otras 6 variantes estuvieron asociadas, pero no alcanzaron significancia
tras la correccion de Bonferroni. La magnitud de la asociacion de los SNPs se identificd con razones
de momio entre 1.2y 2.7 (Figura 1).

Tabla 3 Caracteristicas clinicas de casos y controles.

Sociodemograficos y antropométricos

(46.4) 38 (45.2)
129 +26 125 #2.9
642 +203  57.15 +21.4*
1572 +133 1524 =+14.7*
253 £53 244 +6.7

+0.7 1.0 +1.1*
+15.0 80.2 *+194*

Factores bioguimicos

‘Glucosaenayuno (mgrdl) £77.2 890 £85*
‘Glucosaa las 2hrs (mg/dL) JE 97.4 +19.7
‘HbALe(%) | 96 34 56 +0.5*
Cnsulina(mUim - 150 +196 = 103 +9.1*
'HOMAJR 52 07 23 0.3*
C-peptide (ng/dt) 2.2 28 +23

Historia familiar de DT2

‘Madre (57.1) 8 (10.3)
Padre 17 (274) 4 (6.9)*
Abuelamaterna 39 (406) 17 (21.0)*
Abuelomaterno | 37 (425) 15 (20.3)*
‘Abuelamaterna (28.0) 18 (23.4)
‘Abuelo paterno (22.1) 19 (25.7)

Factores perinatales

‘Pesoalnacimiento(kg) | 33 06 31 %05
Edad gestacional (semanas) 379 18 377 +18
- Exposicion a diabetes gestacionaln (%) 13 (141) 1 (13
‘Seno materno(meses) | 95 98 74 157

Estilo de vida

‘Kealldia 1783 910 2316 +1152*
"% Carbohidrates | 545 81 549 +8.8
‘% Lipidos | 272 %81 305 £7.2*
"Actividad fisica (METS) | 42 52 26 +4.6*
PruebadeHarvard | 723 247 741 237

Valores expresados en media + desviacién estandar o n (%) de acuerdo con el tipo de variable. *p<0.05 T
de Student, U de Mann Whitney o chi cuadrada de acuerdo atipo de variable.
IMC: indice de masa corporal.
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Figura 1. Frecuencia de alelos y su asociacion entre SNPs 'y DT2 de inicio pediatrico

FAM (%) OR Yy 95% IC (ajustado por edad, género y Z-score

Cr Gen SNP Alelo Casos Controles p* de IMC)

n=97 n=83
4 GNPDA2 rs10938397 A/G 41.4 23.3 0.005 .
3 CADM2 rs13078807 A/G 12.6 5.9 0.048 =
16 FTO rs9939609 TIA 27.3 13.9 0.003 -
1 ADORA1 rs903361 AlG 34.8 20.8 0.009 = B
9 GLIS3 rs7034200 AIC 69.1 59.2 0.018 o
9 LINGO rs10968576 A/G 26.3 16.0 0.027 .
17 SLC16A11 rs13342232 AIG 50.0 33.2 0.006 -
6 VEGFA rs6905288 G/A 41.1 29.9 0.019 —
6 RPS10 rs206936 AlG 36.9 32.2 0.108 1
5 POC5 rs2112347 GIT 28.7 30.5 0.527 — | ‘ , , L

Ch: cromosoma; FAM: Frecuencia de alelo menor

*p<0.005 tras correccion Bonferroni

05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

Se calculé el GRS mediante la suma de los alelos de riesgo identificados en cada uno de los

participantes. En la Figura 2 se observan las diferencias en la distribucion del GRS entre los grupos,

con una mayor frecuencia de 10 alelos de riesgo 0 mas en el grupo en los participantes con DT2 en

comparacion a los controles (p=0.048). Es decir, el puntaje de GRS fue mayor en los casos de DT2

de inicio pediatrico comparado con los controles.

Figura 2. Densidad del GRS basado en 10 SNP entre casos y controles
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En la Tabla 4 se muestran los resultados del analisis de regresion logistica. En el Modelo 1, se
presenta el modelo reducido de las variables clinicas asociadas con la presencia de DT2 de inicio en
la edad pediétrica, identificado al Z-IMC (OR = 1.7; p = 0.009) y el antecedente materno de DT2
(OR =7.1; p<0.001) como factores de riesgo clinicos significativos e independientes para predecir
el inicio de DT2 en edad pediatrica. No se identificaron otros factores clinicos asociados a la DT2.
En el Modelo 2 se observd que el GRS se asocio significativamente a DT2 en la edad pediatrica
(OR 1.3 por alelo de riesgo; p = 0.006). Finalmente, en el Modelo 3 se identificé el mismo efecto
del GRS tras ajustar para el Z-IMC, diabetes materna, edad, género y puntaje de condicion fisica

(prueba de Harvard).

La pseudo R?de McFadden’s del Modelo 1 que incluye Gnicamente variables clinicas se reportd en
0.15 (p<0.001), la del Modelo 2 en 0.14 ((p<0.0019 y la del Modelo 3 incrementa significativamente

con la combinacion de los previos en 0.21 (p <0.01).

Tabla 3 Andlisis de regresion logistica para inicio de DT2 en la edad pediatrica usando factores de
riesgo clinicos y GRS como predictores.

OR IC 95% p
MODELO 1 (pseudo R2=0.15, p<0.001) *
IMC (Z-score) 1.7 11 ,; 25 0.009
Diabetes Materna 71 28 ; 17.8 <0.001
Edad (afios) 1.1 09 ; 1.2 0444
Género (hombre) 1.1 06 ; 23 0.72
Puntaje fitness 09 09 ; 10 0.822

MODELO 2 (pseudo R?=0.14, p<0.001)
GRS (riesgoporalelo) 1.3 1.1 ; 1.6 0.006

MODELO 3 (pseudo R?=0.21), p<0.001) *
GRS (riesgo poralelo) 13 1.0 ; 1.6 0.025

IMC (Z-score) 15 09 ; 24 0.146
Diabetes Materna 85 28 ; 26.1 <0.001
Edad (afios) 1.1 09 ; 13 0332
Género (hombre) 12 05 ; 29 0.75
Puntaje fitness 10 10 ; 1.0 0.778

2
*McFadden’s pseudo R
OR: odds ratio (RM), IC intervalo de confianza.
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La Figura 3 muestra el analisis de las curvas ROC en donde se reporta el area bajo la curva para la
identificacion de la DT2 en la edad pediatrica acorde con los 3 modelos. Como se puede observar,
las variables clinicas incluidas en el Modelo 1 presentan un mejor rendimiento para identificar DT2
en comparacion al GRS del Modelo 2. Sin embargo, la adicion de GRS a los factores clinicos

incrementa el area bajo la curva en 7 punto porcentuales.

Figura 3. Area bajo la curva para DT2 de inicio pediatrico
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— e Modelo 1 ABC (IC 95%): 0.717 (0.625;0.810)
Modelo 2 ABC (IC 95%): 0.655 (0.557;0.754)
———— Modelo 3 ABC (IC 95%): 0.786 (0.7041;0.8685)

Modelo 1: IMC-Z, historia materna de diabetes, edad, sexo y puntaje fitness.
Modelo 2: GRS
Modelo 3: Modelo 1 + Modelo 2

ABC: area bajo la curva.
Discusion
Desarrollar modelos de prediccion para la identificacion de individuos en riesgo de desarrollar DT2
de inicio temprano es importante para establecer medidas que ayuden a prevenir o retrasar la

aparicion de la enfermedad. Recientemente, varios estudios han demostrado variantes genéticas
asociadas a la DT2 de inicio en la edad pediétrica. ([25, 55-60]).

Dado que dichos SNPs individualmente tienen una baja capacidad predictiva para la identificacion

de DT2, la conjuncién de variantes dentro de un GRS, brinda la oportunidad de evaluar los efectos

acumulativos de los factores genéticos. Aunque ya ha sido reportado que un GRS se puede asociar
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a presentaciones mas tempranas de la DT2 [61], hasta nuestro conocimiento, este es el primer estudio
en evaluar la utilidad del GRS para predecir DT2 de inicio pediatrico en la poblacion mexicana.
Nuestros resultados resultan relevantes para determinar la utilidad real de los factores genéticos para
identificar poblaciones susceptibles en paises de bajos a medianos ingresos.

El presente estudio identifico que mas del 95% de los casos de DT 2 de inicio pediatrico tenian seis
0 mas alelos de riesgo y una media mas alta de GRS en comparacion con los controles. Aunque el
riesgo por alelo individual fue bajo (OR 1.3, IC 95%: 1.1; 1.6), la combinacidn de marcadores puede
indicar un mayor riesgo. Estos resultados coinciden con los hallazgos de otros autores en estudios
tanto transversales como de seguimiento, en los que diferentes GRS se asociaron con rasgos
relacionados con DT2 en adultos de diferentes grupos étnicos (OR 1.06 a 2.2 por alelo de riesgo).
Sin embargo, la mayoria de los estudios mencionados incluyeron decenas a cientos de loci de
susceptibilidad [62-77]. La informacion presentada en este estudio respalda la utilidad de la GRS en

modelos de prediccion para T2D independientemente de los factores de riesgo ambientales.

Nuestros resultados informan sobre la utilidad del GRS propuesto para mejorar los modelos de
prediccion de DT2 en nifios y adolescentes. Observamos que el modelo que incluye solo variables
clinicas (Z-IMC, diabetes materna, edad, sexo y puntaje de condicion fisica) tenia un valor de pseudo
R? de 15%, mientras que la incorporacion del GRS lo increment6 hasta el 21%. Abdullah y col.
informaron anteriormente que la inclusion de un GRS promovi6 un aumento de aproximadamente

1% -2% en pseudo R?a los factores clinicos [78].

Los hallazgos presentados muestran que mientras el GRS tuvo una menor capacidad predictiva DT2
de inicio pediatrico en comparacion con los factores clinicos, la combinacion de ambos factores dio
lugar a un aumento modesto, pero significativo en la prediccion de la enfermedad. EI GRS
genotipado en el presente estudio tuvo una mejor area bajo la curva (0.66) en comparacion con el
reportado en otros estudios en donde GRS con <10 SNPs tenian areas que oscilaban entre 0.56 y
0.59, GRS con 10 a 20 SNPs entre 0.55 y 0.68 y GRS con > 30 SNPs entre 0.58 a 0.64 [79]. Por
otro lado, modelos de riesgo convencionales que incluian variables, como edad, sexo, IMC, nivel
de actividad fisica, antecedentes familiares de diabetes, etnia, tabaquismo, consumo de alcohol,

circunferencia de cintura, relacion cintura-cadera y presion arterial, reportaron areas que oscilan
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entre 0.63 y 0.96 [80]. Los hallazgos antes mencionados son similares a los presentados en este
estudio, donde se logrd un area bajo la curva de 0.72 para el modelo que incluye factores de riesgo
clinico (Z-IMC, antecedentes maternos de DT2, edad, sexo e indice de condicion fisica evaluado
por la prueba de Harvard).

Estudios previos han informado que la inclusion genética de marcadores resulta en una ligera mejora
en el &rea bajo la curva que va de 0 a 0.12, con una reclasificacion neta del riesgo de DT2 en los
modelos de prediccion —2.2% a 10.2% [81]. Por el contrario, en nuestro estudio identificamos un
incremento de 7 puntos porcentuales en el area bajo la curva posterior a combinar el GRS y los
factores clinicos, un hallazgo consistente con lo informado en estudios previos donde se observo
que hubo un aumento aproximadamente de 1 a 6 puntos porcentuales para el inicio de DT2 en
han informado que un GRS promueve una mejora considerable en la discriminacion de la incidencia
de DT, como Talmud et al., [73] quienes mostraron una mejora neta de reclasificacion de la
enfermedad en 8.1% y Lall et al., [68] quienes reportan una mejora de 3.4%. A pesar de que el
incremento de SNPs incluidos en un GRS puede mejorar su precision, esto impacta en los costos y

complejidad del modelo.

La informacion especifica para poblaciones pediatricas es escasa, con reportes previos que no lagran
identificar la utilidad de incorporar el GRS en modelos de prediccién. Vassy y et al., evaluaron
modelos para la incidencia de DT2 utilizando factores de riesgo evaluados en la adolescencia (datos
demogréficos, antecedentes familiares, examen fisico y biomarcadores) junto con 38 SNPs. Aunque
sus hallazgos mostraron una razon de riesgo de 1.06-1.09 por alelo de riesgo, la adicién del GRS no
mejoré la capacidad discriminativa del modelo [75]. Pitkénen et al., quienes evaluaron si la adicién
de un GRS ponderado basado en 73 variantes genéticas a los factores de riesgo infantil mejora la
identificacion del riesgo de DT2 durante la edad adulta, inform6 una reclasificacién neta menor y
no significativa para DT2 (2.1%, p = 0.158) [72].

Factores de riesgo genéticos que pueden medirse objetivamente, permanecen sin cambios a lo largo

de la vida, siendo un factor de riesgo estable. Sin embargo, la genotipificacién conlleva costos

mucho mayores en comparacion con la medicion de los factores de riesgo convencionales, que, en
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la mayoria de los casos, solo requiere un historial médico y un examen fisico. A pesar de la mejora
en la clasificacion del riesgo de aparicion de DT2 en edad pediatrica después de incluir un GRS, los
efectos son modestos comparados con factores de riesgo no genéticos (Z-IMC e historia de diabetes
materna), por lo que la evidencia es insuficiente para recomendar la incorporaciéon de un GRS en la
practica clinica. En otras palabras, a pesar de la relevancia substancial de un GRS para los estudios
de investigacion, proporciona un valor clinico limitado a la practica médica rutinaria dados sus
beneficios modestos para mejorar la prediccion DT2 sobre los factores de riesgo clinicos
tradicionales. Otros autores han informado resultados similares, en los que la informacién genética
no proporciona mejoria considerable en la prediccion de la enfermedad en comparacion a

marcadores no invasivos como edad, antecedentes familiares de DT2 y obesidad [71].

Antecedentes familiares de diabetes y, en casos especificos la historia materna de diabetes, refleja
no solamente una predisposicion genética, sino también factores de riesgo ambientales compartidos
e incluso programacion fetal [54, 70]. Do et al., demostraron que un historial familiar completo
proporciona una mejor predicciéon que el conjunto de 21 SNPs [64]. Los estudios han indicado que
los antecedentes familiares de DT2 siguen siendo un factor de riesgo importante, independiente y
de facil evaluacion para DT2 [76].

La mayoria de los SNP incluidos en este estudio también se han asociado con la obesidad. Sin
embargo, segun lo informado por otros autores, observamos que una predisposicion genética a la
obesidad conduce a un mayor riesgo de DT2 independientemente del Z-IMC [77]. Otros autores que
han evaluado el GRS en conjunto con factores de riesgo no genéticos (obesidad, estilo de vida poco
saludable, antecedentes familiares de DT2 en familiares de primer grado y nivel socioecondmico)
han confirmado que estos Ultimos conducen a un mayor riesgo de DT2 [60, 78-80]. Estas
observaciones destacan la necesidad de priorizar la prevencion de la exposicion ambiental sobre los
factores genéticos los cuales no son modificables. EI punto principal que debe destacarse es que las
intervenciones en el estilo de vida han demostrado ser eficaces para prevenir o retrasar la aparicion
de DT2 y podrian atenuar el efecto de las variantes genéticas [33, 81, 83-90]. Ademas, las personas
que aumentan de peso pueden ser mas susceptibles al impacto acumulativo de las variantes de DT2
[34].
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El estudio actual evalud los factores de riesgo ambiental en conjunto con un GRS que incluyd SNPs
previamente reportados asociados con DT2 de inicio en edad pediatrica en poblacion mexicana [32,
51, 52]. Sin embargo, el modelo combinado (GRS y factores clinicos) solo explico el 21% de la

varianza entre casos y controles.

En conclusion, el presente estudio mostro que un GRS basado en 10 SNP mejora la clasificacion del
riesgo de DT2 en la edad pediatrica en mexicanos, lo que indica la potencial utilidad de afadir
informacion genética en la préctica clinica. Sin embargo, factores clinicos como la historia materna
de DT2 y el Z-IMC, que pueden ser facilmente evaluados en la consulta, contindan siendo los

principales factores de riesgo.

Los resultados de este estudio fueron publicados en Frontiers in Endocrinology
2021;12:article647864 (Anexo 9).

Limitaciones del estudio

Una de las limitaciones de este estudio es que nuestros resultados pueden no ser generalizables a

poblaciones con diferentes origenes étnicos.

Otras limitaciones incluyen el disefio transversal, que limit6 nuestra capacidad para determinar los
efectos de los factores de riesgo sobre la progresion de la diabetes tipo 2 a lo largo del tiempo, el
pequefio nimero de individuos incluidos debido a la baja prevalencia de la enfermedad entre los
pacientes pediatricos, asi como las mediciones subjetivas de patrones dietéticos.

Adicionalmente, no podemos descartar otros modelos no aditivos como alternativa al GRS no
ponderado utilizado en este estudio o bien la incorporacién de un mayor nimero de variantes entre
los cientos de SNP asociados que pudieran mejorar la prediccion de la enfermedad. Ademas, no
pudimos confirmar la asociacion entre los habitos alimentacion y el riesgo de DT2 de aparicion en
edad pediatrica. Consideramos que el disefio de casos y controles limita la identificacion de habitos
alimentarios que aumentan el riesgo dado que el manejo nutricional de los casos se establecio en el

momento del diagnostico. No obstante, los estudios de seguimiento tal vez podrian evaluar de forma

23



mas confiable el efecto de los habitos alimenticios sobre el riesgo de DT2 como ha sido
reportado.[91, 92]. A pesar de que no pudimos observar una asociacion entre los habitos dietéticos
y la DT2, la implicacion de la alimentacion es obvia dado que es el principal determinante del Z-
IMC. Tomado en conjunto, se requieren estudios mas amplios que empleen un disefio prospectivo e

incluyan otros SNP, asi como medidas mas objetivas de factores no genéticos.

Cronograma de actividades

Actividades 2018 Ene-Oct. Nov-Mar  Abr Mayo Jun-Ago  Sep-Nov  Nov-
2019 2020 2020 2020 2020 2020 Dic

Protocolo

Reclutamiento de pacientes y
toma de medidas

Elaboracion de base de datos

BuUsqueda de bibliografia X
Elaboracion de tesis X X

XXX

Andlisis de datos y resultados

Redaccion de articulo X X

X

24



Anexos

Anexo 1. Definicion de variables

TIPO DE UNIDAD DE :
VARIA!BLE VARIABLE MEDICION DEFINICION OPERATIVA
PERFIL CLINICO
Cuantitativa, < Se obtuvo de la diferencia de tiempo entre la fecha de nacimiento y
Edad . Afios o .
continua la fecha en que se realizo el estudio.
Sexo Nominal, Femenino Caracteristicas fenotipicas que clasifican a las personas en hombres
dicotémica masculino 0 mujeres.
I Medicion por un solo observador en bascula calibrada, con el
Cuantitativa, . ! . : o
Peso . Kilogramos paciente en ayuno, con ropa ligera y sin zapatos y se aproximé a la
continua . L
décima de kg mas préxima.
Medicién en estadiometro por un solo observador, sin zapatos. Se
coloca la cabeza del paciente en el plano de Frankfurt y se realiza
Cuantitativa, una traccion de la cabeza a nivel de las apdfisis mastoides. Se
Talla . Metros . . o
continua desciende lentamente la plataforma horizontal del estadiémetro
hasta contactar con la cabeza del paciente. Se obtuvo la talla
] maxima y se ajusté al milimetro mas préximo.
Indice de masa Cuantitativa, Relacién del peso en kilogramos entre el cuadrado de la talla en
. Kg/m? . - o
corporal continua metros, que mide de forma indirecta el grado de adiposidad.

Circunferencia de Cuantitativa,

Centimetros

Medicién con cinta métrica flexible a la miPAD de la distancia de la
Ultima costilla y la cresta iliaca en espiracion, realizada por un solo

cintura continua
observador.
Posterior a 5 min de encontrarse el paciente en sedestacion con un
- brazalete que cubre 2/3 la longitud del brazo y utilizando
Ll . Cuantitativa, . . o . .
Presion arterial continua mm/Hg baumanometro de mercurio, se determinara las cifras de presion
arterial en tres ocasiones, y el promedio de las dos Ultimas sera
] considerada como la cifra de presién arterial final.
PERFIL BIOQUIMICO
Cuantitativa, Medicién de glucosa plasmética con 12 horasoras de ayuno
Glucosa de ayuno . mg/dL . . .
continua mediante el método de glucosa oxidasa.
Cuantitativa Determinacion de glucosa 120 min posteriores a una carga de
Glucosa 120 min . " mg/dL glucosa anhidra de 1.75 g por kg de peso (méximo 75 g) mesdiante
continua . )
el método de glucosa oxidasa.
: Cuantitativa, Niveles de insulina posterior a 12 horasoras de ayuno determinados
Insulina basal . mUI/mL o o X
continua por quimioluminiscencia.
Cuantitativa Niveles de insulina 120 min posteriores a una carga de glucosa
Insulina 2 horas continua " mUl/mL anhidra de 1.75 g por kg de peso (maximo 75 g) determinamos
mediante quimioluminiscencia.
Cuantitativa, Determinacion del porcentaje de la fraccion de hemoglobina
HbA1c . % . : .
continua glucosilada en sangre mediante inmunoensayo.
Indice de resistencia a insulina, calculado mediante la siguiente
HOMA-IR Cuantitativa,  indice formula:
continua matematico Insulina en ayuno x glucosa en ayuno /405.
La insulina expresada en yUl/mL y la glucosa en mg/dL.
Cuantitativa Niveles de péptido C como indicador indirecto de reserva
Péptido C continua ’ ngldL pancreatica, determinados por el método de quimioluminiscencia

posteriores a 12 horasoras de ayuno.

ANTECEDENTES PERINATALES
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Edad materna al Cuantitativa,

Edad cronologica de la madre al momento del nacimiento de cada

nacimiento continua Afios uno de los integrantes de la tercera generacion de las familias.
Numero de hijo C_uantltatwa, valor Orden del nacimiento del caso indice, nifio control o sus hermanos.
discreta absoluto
E_xposwlon a T si Antecedente obtenido mediante interrogatorio de acuerdo a la
diabetes Dicotémica . . . iy
: . no presencia de diabetes materna previo o durante la gestacion.
intrauterina
. Antecedente obtenido en la hoja de alumbramiento, certificado de
- Cuantitativa, - o
Peso al nacimiento continua G nacimiento o nota de egreso hospitalario sobre el peso al
nacimiento.
. . . Antecedente obtenido mediante interrogatorio directo a la madre
Alimentacion al T Si . . .
Dicotémica sobre la alimentacién al seno materno en los integrantes de la
seno materno no y -
tercera generacion de las familias.
Antecedente mediante interrogatorio directo a la madre sobre el
Duracion de - tiempo en el que los integrantes de la tercera generacion de las
- - Cuantitativa, o " . y
alimentacion al continua Meses familias recibieron alimentacion al seno materno.
seno materno
Antecedente obtenido mediante el interrogatorio directo a la madre
Seno materno Cuantitativa, Meses sobre el tiempo durante el cual los integrantes de la tercera
exclusivo continua generacion de las familias recibieron alimentacion exclusiva al seno
materno.
. Antecedente obtenido mediante el interrogatorio directo a la madre
Edad de Cuantitativa, . . . o
ol . Meses sobre la edad en la cual se introdujeron alimentos distintos a la
ablactacion continua . s
leche materna en los integrantes de la tercera generacion.
HABITOS DE ALIMENTACION
A partir del cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos
realizado de forma directa a cada uno de los integrantes de las
Macroy Cuantitativa g/mg/ familias se obtendra el nimero de porciones consumidas al mes y el
micronutrimentos  continua caloria / dia tamafio de las mismas, a partir de lo cual se estimara el promedio
de ingesta de macro y micronutrimentos por dia mediante el
. programa The Food Procesor ®
CONDICION FISICA
También conocida como prueba del escalon, consiste en registrar
los latidos del corazon posterior a subir y bajar con ambos pies un
escalon de 30 cm de alto, 42 cm de ancho y 38 cm de profundidad
durante 5 min a un ritmo de 30 veces por minuto. El registro de la
frecuencia cardiaca se realiza después de haber terminado los 5
Cuantitati indi min o de que el paciente suspendiera la prueba de forma prematura
Prueba de Harvard  ~Januatva —indice por fatiga, realizandose la medicion de la frecuencia cardiaca a los
continua matematico 4y 2’ min post ejercicio. Posteriormente se calcula el indice de
recuperacion dividiendo el tiempo total en minutos multiplicado por
100 entre la suma de las 3 determinaciones de frecuencia cardiaca.
Estudios previos han indicado que el indice de recuperacion se
considera pobre si es menor a 55, bajo de 55 a 64, alto de 65 a 79,
bueno de 80 a 89 y excelente de mas de 90.[93]
FACTORES GENETICOS
Homocigoto
. para el Polimorfismos obtenidos mediante técnica de de microarreglos o
SNPs Nominal ancestro o la . Lo
. mediante sondas TagMan de manera individual.
variante y
heterocigoto
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Anexo 2. Carta de consentimiento informado

Polimorfismos de un solo nucleétido asociados con diabetes mellitus tipo 2
en familias de nifios y adolescentes mexicanos.

Su familia y usted han sido considerados para realizar un estudio de investigacion en el que se busca la
presencia de factores que predisponen al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 en nifios.

Se sabe que existen factores de riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y tanto usted como su
familia cuentan con uno o mas de éstos como son: ser mexicanos, familiares de primer o segundo grado
con la enfermedad, tener sobrepeso u obesidad, datos de resistencia a la insulina, inactividad fisica, diabetes
durante el embarazo, hijos con peso mayor a 4kg al nacimiento, presion arterial alta y dislipidemia
(alteraciones en las grasas de la sangre), entre otros. Existen recomendaciones que apoyan la busqueda de
alteraciones metabdlicas en personas con riesgo, por lo que consideramos que ustedes son candidatos para
recibir una valoracién médica y poder detectar alteraciones de forma temprana. En el estudio requerimos
gue usted y su familia acudan en dos ocasiones al Hospital Infantil de México Federico Gémez, para llevar
a cabo una serie de estudios, que a continuacion le explicamos:

Visita 1

Usted y su familia deberan acudir el dia de la cita a la Clinica de Atencién al Nifio Diabético del Hospital
Infantil de México Federico Gbmez, con un ayuno como minimo de 12 horas (debera cenar el dia anterior a
las 19:00 horas, posteriormente sélo podra ingerir agua simple).

El dia de la cita, se tomara una muestra de glucemia capilar que consiste en dar un piquete en una de las
yemas de los dedos y colocarla en un aparato que mide la cantidad de glucosa (azlcar) en la sangre.
Posteriormente se obtendré una muestra de sangre de su antebrazo con un volumen total de 20mL para la
determinacion de exadmenes de laboratorio.

En caso de que usted no sea diabético y haya tenido un nivel de glucosa <126 mg/dL en la muestra de
sangre de la yema de su dedo, se procedera a realizar la prueba de tolerancia a la glucosa, la cual consiste
en que usted beba un agua dulce y dos horas después se tome una segunda muestra de sangre de 2mL.

Durante el tiempo de espera entre la toma de las muestras, sera valorado por un endocrin6logo pediatra
quien realizara una historia clinica que consiste en un interrogatorio sobre sus antecedentes médicos y una
exploracion fisica.

Al final de la visita se les prestara un aparato llamado podémetro que consta de un dispositivo del tamafio
de un radio localizador que usaran cada uno de los integrantes de la familia durante tres dias debiendo ser
uno de ellos en fin de semana. Deberan de regresar el dispositivo en la segunda visita para que sea utilizado
por otras familias.

Visita 2

En esta cita se les solicitara que acudan con ropa comoda, zapato bajo o tenis. Se les aplicara una prueba
para medir su condicion fisica la cual consiste en que suban y bajen un escalén de 30.5cm de altura a una
velocidad de 30 veces por minuto durante 5 minutos. Antes y durante tres minutos posteriores a la prueba
se mediran los latidos de su corazon.

Se les solicitara que contesten unos cuestionarios sobre habitos de alimentacion y actividad fisica.
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Se les entregaran por escrito un resumen de la valoracién realizada, asi como de los resultados de
laboratorio (glucosa, perfil de lipidos, acido Urico, insulina, péptido C, transaminasas y proteina C reactiva).
Asi mismo recibira las recomendaciones para disminuir el riesgo de desarrollar diabetes y en caso de
requerirlo seran referidos al servicio de salud correspondiente.

Los riesgos de este estudio surgen de la necesidad de obtener muestras de sangre. Las punciones venosas
pueden causar dolor y posiblemente moretones. La extraccion de muestras de sangre puede causar ligero
mareo que puede remediarse con bajar la cabeza y alzar las piernas. Puede haber varios beneficios para
usted y su familia por su participacion con este estudio. La identificacién de alguna alteracion en la glucosa,
grasas de la sangre y presion arterial entre otras, nos permitira valorar el inicio de tratamiento para controlar
y evitar que sigan evolucionando esas alteraciones. Por participar en este estudio usted y su familia no
recibirdn ninguna compensaciéon monetaria.

Durante el estudio, el médico responsable del mismo respondera a cualquier duda que usted o su hijo tengan
acerca del procedimiento, los riesgos y beneficios, asi como los resultados del estudio. Su participacién en
el estudio es totalmente voluntaria y una vez aceptada su participacion, ésta se puede cancelar en cualquier
momento sin que por ello se afecte la atencién de usted o su familia en el Hospital Infantil de México Federico
GOmez.

Por medio de la presente, aceptamos en forma voluntaria que nuestra familia participe en el estudio de
investigacién. Hemos leido de forma cuidadosa este documento y entendemos todo lo que implica, ademas
se nos ha asegurado que las muestras de sangre que se tomen seran utilizadas Unicamente con los fines
propuestos en esta investigacion y que los resultados nos seran notificados y seran totalmente
confidenciales. En caso de que el paciente y/o el tutor no sepan escribir se colocaré la huella digital.

ACEPTAMOS: Si NO

Nombre y firma del padre Nombre firma de la madre
Nombre y firma del hijo (1) Nombre firma del hijo (2)
Nombre y firma del hijo (3) Nombre firma del hijo (4)
Nombre y firma del testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Direccion: Direccion:

Nombre y firma del investigador responsable

Dra. América Liliana Miranda Lora

Subdireccién de investigacion

Hospital Infantil de México Federico Gémez

Dr. Marquez # 162. Col. Doctores. CP 06720. México DF.
Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 3009 Fecha:
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Anexo 3. Carta de asentimiento

Polimorfismos de un solo nucleétido asociados con diabetes mellitus tipo 2 en
familias de nifios y adolescentes mexicanos.

Estamos realizando un estudio de investigacion en familias mexicanas para evaluar el riesgo de tener
diabetes mellitus tipo 2. El realizar estudios de investigacion es una forma de aprender mas sobre las
enfermedades. Te estamos invitando a participar en este proyecto para evaluar la condicion actual de tu
enfermedad en caso de que ya tengas diabetes y en caso de que no seas diabético, se valorara el riesgo
gue tienes de presentar la enfermedad.

Si decides participar en el estudio, deberas asistir para que se te tomen muestras de sangre en ayuno en la
primera cita. Se te picara la yema de tu dedo con una aguja pequefia y se pondra una gota de tu sangre en
un aparato que mide la glucosa (azlcar). Posteriormente se tomara una muestra de sangre de tu brazo. En
caso de que no seas diabético, se te dara a beber una bebida azucarada y se te tomara otra muestra de
sangre alos 120 min. Ademas seras valorado por un médico para que contestes algunas pregunPAS acerca
de tus antecedentes de salud. El médico te realizara un examen fisico y medira tu peso, estatura, presion
arterial y cintura. Una vez finalizada la primera cita se les prestara a ti y a tu familia una aparato que cuenta
pasos y que deberas llevar contigo durante 3 dias.

Se te citara nuevamente en otro dia en donde contestaras unos cuestionarios sobre tu alimentacién y tus
actividades. Ademas se te aplicara una prueba para medir tu condicién fisica que consiste en que subas y
bajes un escalén durante 5 minutos mientras nosotros medimos los latidos de tu corazén. Al final de esta
visita tus papas y tu recibiran los resultados de las pruebas que se te realizaron.

Los riesgos de este estudio estan dados porque se necesita tomar muestras de sangre, lo cual puede ser
doloroso o causarte moretones. Este estudio nos proporcionara mas conocimientos acerca de la diabetes
mellitus en nifios, los cuales podemos utilizar para transmitirlos a otros médicos y ayudar a otros nifios para
prevenir que padezcan esta enfermedad. Ademas, si encontramos alguna alteracién en el azucar o en las
grasas de tu sangre, recibiras el tratamiento adecuado para controlar y evitar que sigan evolucionando esas
alteraciones.

Cuando hayamos terminado el estudio escribiremos un reporte sobre los resultados y lo que hemos
aprendido. En este reporte no aparecera tu nombre y nadie sabra que participaste en el estudio. Puedes
preguntar todas las dudas que tengas en cualquier momento y eres libre de participar o no segun sea tu
deseo, nosotros seguiremos dandote la atencién. Si decides participar en el estudio escribe tu nombre y
firma.

Estoy de acuerdo en participar: Si No

Nombre con letra de molde:

Firma:
Nombre y firma del testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Direccion: Direccion:

Fecha:

Nombre y firma del investigador responsable
Dra. América Liliana Miranda Lora. Subdireccién de investigacion. Hospital Infantil de México Federico
GOmez. Dr. Marquez # 162. Col. Doctores. CP 06720. México DF. Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 3009
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Anexo 4. Consentimiento informado para la realizacion de estudio genético.

Titulo del estudio: Polimorfismos de un solo nucle6tido asociados con diabetes
mellitus tipo 2 en familias de nifios y adolescentes mexicanos.

Se solicita la participacion de usted y su familia en este proyecto de investigacion cuyo objetivo principal es
profundizar en el conocimiento de factores genéticos que puedan predisponer al desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2. Esta enfermedad se caracteriza por presentar elevacion de los niveles de glucosa (azucar)
en sangre debido a defectos en la accidn o secrecion de la insulina y que puede favorecer la aparicién de
complicaciones crénicas que repercuten en una disminucion de la calidad de vida de las personas afectadas.

En este estudio participan los Departamentos de Salud Comunitaria y Endocrinologia del Hospital Infantil de
México Federico Gomez y la Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica del Hospital de Especialidades
del Centro Médico Nacional siglo XXI del IMSS. Es posible que de su participaciéon en este estudio no
obtenga un beneficio directo. Sin embargo, la identificacién de posibles factores genéticos relacionados con
la diabetes mellitus tipo 2 en poblacién mexicana, podria beneficiar en un futuro a otros pacientes que la
padecen y contribuir a un mejor conocimiento y prevencion de esta enfermedad. La participacion de usted y
su familia es totalmente voluntaria, y si usted decide no participar recibira todos los cuidados médicos que
su familia precise y la relacién con el equipo médico que le atiende no se vera afectada.

Si usted decide participar, se le extraera un tubo de sangre de 5ml para obtener las muestras de ADN. El
ADN es un elemento que esta presente en todas sus células porque lo ha recibido de sus padres y lleva un
codigo en forma de “genes” que determina sus caracteristicas fisicas personales como el color de ojos, de
piel, etc. Las diferencias entre unas personas y otras nos pueden ayudar a explicar por qué algunas personas
desarrollan unas enfermedades y otras no.

La toma de muestras de sangre puede provocar una sensacion de ardor en el punto en el que se introduce
la aguja en la piel y le puede ocasionar un pequefio hematoma y en ocasiones un ligero mareo.

Se le solicita su consentimiento para que con las muestras de sangre de usted y su familia, se hagan los
procedimientos especificados en los siguientes puntos:
l. Que en el ADN de su sangre se estudien los genes que pueden estar involucrados en el desarrollo

de la diabetes mellitus tipo 2.

Il. Es probable que en un futuro se descubran nuevos genes relacionados con la diabetes mellitus tipo
2, por ello se le solicita que autorice almacenar su muestra para el estudio de otros genes que se
puedan descubrir en el futuro. Si usted acepta autorizar este almacenamiento, se eliminaran de la
muestra todos los vinculos con su identidad antes de guardarla, y no sera posible llegar a conocer
su identidad a partir de ella. Esta muestra sélo se utilizara para estudiar genes importantes
implicados en la diabetes mellitus tipo 2, no se realizaran otros estudios con ella.

M. Usted puede también aceptar que en dicha muestra se realicen estudios genéticos de otras

enfermedades diferentes.

Usted puede aceptar que sélo se estudien en su muestra de sangre los genes expresados en el punto |, o
las propuestas de los puntos Il y Ill. Si usted acepta solo los estudios genéticos descritos en el punto I, su
muestra se destruira después de completar la prueba. Si usted acepta que se guarde esa muestra para
futuros estudios como se describe en los puntos Il y lll, el investigador garantizara que guardara y utilizara
la muestra hasta que ya no quede mas ADN. Usted debe otorgar su consentimiento informado por escrito,
indicando qué parte del estudio genético acepta y firmando este documento, antes de la obtencion del ADN.
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2o TS como representante de
mi familia, declaro bajo mi responsabilidad que he leido la hoja de informacion sobre el estudio y acepto que
mi familia, participe en este estudio genético.

Se me ha entregado una copia de este consentimiento informado, fechado y firmado. Se me han explicado
las caracteristicas y el objetivo del estudio genético y los posibles beneficios y riesgos que puedo esperar.
Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas y todas fueron respondidas a mi entera
satisfaccion. Sé que se mantendra en secreto nuestra identidad y que se identificaran las muestras de sangre
y de ADN con un namero codificado.

Somos libres de retirarnos del estudio genético en cualquier momento por cualquier motivo, sin tener que
dar explicacion y sin que repercuta negativamente sobre nuestro tratamiento médico. Tras ello se procedera
a la destruccion de la muestra codificada. Si se hubiera retirado previamente el vinculo de identificacién de
la muestra, no se podra relacionar conmigo, de forma que no se podra destruir.

Entiendo que el objetivo del estudio genético es evaluar el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 y
gue los resultados del mismo no se comunicaran ni a mi ni a mi médico, excepto en el caso de que dichos
hallazgos tengan una implicacién significativa para la salud de los participantes y que exista una posibilidad
real de mejorar esa condicion de salud.

Aceptamos No aceptamos gue se realicen los estudios genéticos referentes al punto |.

Aceptamos No aceptamos gue se guarden las muestras de ADN para pruebas en el futuro en
relacion a la diabetes mellitus tipo 2 (punto ).

Aceptamos No aceptamos gue se guarden las muestras de ADN para realizar estudios futuros
de otras enfermedades (punto Il1).

Consentimos en participar voluntariamente en el(los) apartado(s) marcado(s) de este estudio genético.

Nombre y firma del padre Nombre firma de la madre
Nombre y firma del hijo (1) Nombre firma del hijo (2)
Nombre y firma del hijo (3) Nombre firma del hijo (4)
Nombre y firma del testigo 1 Nombre y firma de testigo 2
Direccion: Direccién:

Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio, sus apartados, riesgos y beneficios
potenciales y la familia consiente en participar por medio de sus firmas.
Fecha:

Nombre y firma del investigador responsable
Dra. América Liliana Miranda Lora. Subdireccién de investigacién. Hospital Infantil de México Federico
Gobmez. Dr. Marquez # 162. Col. Doctores. CP 06720. México DF. Teléfono: (55) 52 28 99 17 Ext. 3009
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Anexo 5. Formato de Identificacidon y antecedentes.

Polimorfismos genéticos relacionados con el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 en nifios y
adolescentes.

FECHA: |_|_W__|__IM__|_| Registro hospitalario:
OCUPACION
1. Amade casa
2. Estudiante
NIVEL ESCOLAR Gk
1. Analfabeta 4.  Servicios
2.Primaria | 5. Empleado de
INTEGRANTE|  Apellido pate?rgh?:)Reﬁdo materno/  |INICIALES |[FOLIO NI;E:(I:I:I-II;LI\EP?EO j Z:Z:::i:, 0 ANOS DIEELSI(J:IEJ.II-.IXIS SRARO forice -
nombre(s) (dd/mm/aa) 6. Empleado de oficina
técnico 7. Comerciante
5. Superior 8.  Profesionista
6 Posgrado 9. Jubilado
10. Desempleado
11. Otros
Proposito
Madre
Padre
Hermano 1
Hermano 2
Hermano 3
Hermano 4
Hermano 5
No familiar

DATOS PARA ESTABLECER COMUNICACION

Direccion: (calle, no. Exterior, no. Interior, colonia, delegacién/municipio, C.P.)
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Teléfono de casa:

Correo electronico:

Teléfono celular:

A quién pertenece:

Teléfono del trabajo:

A quién pertenece:

Teléfono de algtn familiar o vecino:

A quién pertenece:

ANTECEDENTES FAMILIARES

0.NO 1.8i 9.No sabe

NACIO-NALIDAD ESTADO ACTUAL <
INTEGRANTE [FOLIO EQAD . SEXO . . 1. Mexicana ENTIDAD FED 1. Vivo CAUSA DE MUER'!'E a =
(afios cumplidos)|1.Masculino 2.Femenino2. Otra Tres letras iniciales del estadoj2. Muerto (Anotar NA en los vivos)| < &| |ESPECIFICAR
3. No sabe 3. No sabe ‘% a2
P
o|a|T|al|o

Madre

/Abuela maternaNo aplica

/Abuelo maternoNo aplical

Tio materno 1 |No aplica

Tio materno 2 |No aplica

Tio materno 3 |No aplica

Tio materno 4 |No aplica

Tio materno 5 |No aplica

Padre

/Abuela paterna [No aplica

IAbuelo paterno [No aplica

Tio paterno 1 |No aplica

Tio paterno 2 |No aplical

Tio paterno 3  |No aplical

Tio paterno 4  |No aplical

Tio paterno 5  |No aplical

Propésito

Hermano 1

Hermano 2

Hermano 3

Hermano 4
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0.NO 1.Si 9.No sabe

NACIO-NALIDAD ESTADO ACTUAL -
INTEGRANTE [FOLIO EDAD ~ SEX0 ~ [1. Mexicana ENTIDAD FED. 1. Vivo CAUSA DE MUERTE a =
(afios cumplidos)(1.Masculino 2.Femenino2. Otra Tres letras iniciales del estadoj2. Muerto (Anotar NA en los vivos)| < &| |ESPECIFICAR
3. No sabe 3. No sabe % a2
P
ola|T|a|o
Hermano 5

ANTECEDENTES PERINATALES

Edad
gestacional
(semanas)

Peso
nacimiento

(g)

INTEGRANTE | FOLIO

Exposicion a diabetes

gestacional
0.No 1. Si

Exposicion a preeclampsia o
eclampsia
0.No 1. Si

Tiempo de alimentacion con
leche materna
(meses)

Edad de ablactacion
(meses)

Propésito

Hermano 1

Hermano 2

Hermano 3

Hermano 4

Hermano 5

VARIABLES SOCIOECONOMICAS

Ingreso familiar mensual

Gasto mensual en comida

Familia nuclear (Si o No)

Jefe de familia

ANTECEDENTES DE LOS PACIENTES CON DIABETES MELLITUS
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35

sojuswes|paw
uis

seupjalou|

seuozeji|o

seainjiuojng

TRATAMIENTO ACTUAL
0.No 1. Si

euIWLIONBN

eulnsu

odewouISY|

osad ap epipiad

ebiey

osad ap epipiad

0.No 1. Si

eibeyijod

SINTOMAS AL DIAGNOSTICO

eisdipijod

eunijod

(Tp/Buw)
oonysoubelp |e esoon|g

(63)
oansoubelp
|e oinaud osad

avo g
ouojeloqe 'Z 0olullD ‘|
oaysouBelp |e Jngaq

(soue)
oaysouberp [ap pep3

INTEGRANTE |FOLIO

Propésito
Madre
Hermano 1
Hermano 2
Hermano 3
Hermano 4
Hermano 5

Padre
NOMBRE DEL ENCUESTADOR:



Anexo 6. Exploracion fisica y prueba de Harvard.

FECHA: |_|_I|__|_N_|_|

Registro hospitalario:

Polimorfismos genéticos relacionados con el desarrollo de diabetes
mellitus tipo 2 en nifios y adolescentes

INTEGRANTE

Glucosa capilar
(mg/dL)

PAS1
(mmHg)

PAS2
(mmHg)

PAD2
(mmHg)

PAS3
(mmHg)

PAD3
(mmHg)

Propésito

Madre

Padre

Hermano 1

Hermano 2

Hermano 3

Hermano 4

Hermano 5

No familiar

INTEGRANTE | FOLIO

Tanner | Tanner
Genital | mamario

FC

basal

FC
1 min

FC

3 min

Duracion
(segundos)

Propésito

Madre

No aplica

Padre

No aplica

Hermano 1

Hermano 2

Hermano 3

Hermano 4

Hermano 5

No familiar

NOMBRE DE QUIEN REALIZO LAS OBSERVACIONES:
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Anexo 7. Cuestionario de frecuencia de consumo de alimentos.

Folio:

Frecuencia de consumo de alimentos

Fecha: dia___ / mes | afo

INSTRUCCIONES.
Llene cuidadosamente este formato, siguiendo las instrucciones que se piden en cada columna. Escriba con la mayor
claridad posible.

Nombre:

Frecuencia de consumo Cantidad consumida por el nifio

Unidad de Medida fi
ALIMENTO No lo N° de veces por Total de n : _ Tama”‘_’
. (pieza, vaso, plato, Chico, mediano,
consume unidades

Mes |Sema”a | Dia cuchara, taza, efc.) grande

Productos Lacteos

Leche entera (liquida o polvo)

Leche semidescremada (liquida o polvo)

Leche descremada (liquida o polvo)

Leche saborizada (liquida o polvo)

Quesos blancos (panela, ranchero)

Quesos maduros (manchego, gouda)

Yakulto chamito

Yogurt o soful natural

Olo|N|lojla|l]|lw]|IN]| -~

Yogurto soful de sabores

-
o

Danonino

Cereales

11 |Avena

12 |Tortlla de maiz

13 |Tortilla de harina de trigo

14 |Pan de caja (blanco o integral)

15 |Bolillo (blanco o integral)

16 |Pan dulce

17 |Galletas dulces (canelitas, polvorones)

Galletas fipo sandwich
(emperador, cremas de nieve)

Galletas simples
(marias, habaneras,animalitos)

20 |Galletas saladas

21 |Arroz

22 |Sopa de pasta

23 |Sopa maruchan

24 |Pastas

Papa natural o en polvo
(sopa, pure 6 cocida)

25

26 |Elote o esquites

27 |Amaranto (alegria)

28 |[Cereal de caja

(anote nombre y marca)




ALIMENTO

Frecuencia de consumo

Cantidad consumida por el nifio

No lo N° de veces por

Total de | Unidad de Medida
unidade | (pieza, vaso, plato,

consume |- jag |Semana Dia

s cuchara, taza, etc.)

Tamarfio

Chico, mediano,

grande

Frutas

29

Jugos naturales de frutas

30

Fruta fresca

31

Fruta en almibar

32

Otras frutas (seca, cristalizada)

Verduras

33

Jugos naturales de verduras

34

Verduras de hoja verde (lechuga, espinacas,
acelgas)

35

Verduras rojas (jitomate, rabano, pimiento)

36

Verduras verdes (chicharo, ejote, calabaza)

37

Verduras amarillas (zanahoria, elote,

camate)

Huevo, Carnes, Pescado, Mariscos y E

mbutidos

38

Huewvo

39

Pollo

40

Carne blanca (pollo, pavo)

41

Carne roja (res, borrego, cerdo)

42

Embutidos (salchicha, jamon)

43

Chorizo, longaniza

44

Visceras (higado, corazén, panza)

45

Chicharrén (frito, prensado)

46

Pescado fresco

47

Pescado en lata

48

Mariscos (ostién,camarén,pulpo)

Leguminosas

49

Frijoles

50

Frijoles de lata

51

Lentejas

52

Habas

53

Garbanzo

54

Soya

55

Alubias

Azlcares y golosinas

56

Gelatina

57

Pasteles

58

Helado y paletas de leche

59

Miel (abeja, maple)

60

Mermelada

61

Cajeta

62

Flan

63

Pay
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ALIMENTO

Frecuencia de consumo

Cantidad consumida por el nifio

No lo
consume

N° de veces por

Mes |Semana| Dia

Total de
unidades

Unidad de Medida
(pieza, vaso, plato,
cuchara, taza, etc.)

Tamafio
Chico, mediano,
grande

64

Chocolate (cualquiera)

65

Crema de cacahuate (aladino)

66

Dulces (caramelos, paletas)

67

Ate

68

Congeladas y paletas de agua

Grasas y Aceites

69 [Margarina

70 [Mantequilla
71 |Crema o Nata
72 |Mayonesa

73 |Aceite de olivo

Frituras

74

Frituras (papas, palomitas, chicharrones)

75

Cacahuates procesados

Comida rapidainternacional

76 |Papas a la francesa
77 |Pizza
78 |Hot Dogs
79 |Hamburguesas
80 [Banderillas
81 [Baguette
Comida rapida mexicana

82 |[Sincronizadas
83 |[Tortas
84 |[Torta de Tamal
85 |[Tamal
86 |Tamal frito
87 |Gorditas de chicharron
88 |Tlacoyo
89 |Quesadillas
90 |Sopes
91 |Tacos
92 ([Pozole
93 |Pancita
94 [Birria

Semillas
95 [Nueces
96 |Almendras
97 |Awellanas
98 |[Cacahuate natural
99 |Pepitas
100 |Pistaches

Bebidas
101 |Refresco cualquier marca
102 |Refrescos y bebidas dietéticas
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ALIMENTO

Frecuencia de consumo

Cantidad consumida por el nifio

No lo
consume

N° de veces por

Mes | Semana Dia

Total de
unidades

Unidad de Medida
(pieza, vaso, plato,
cuchara, taza, etc.)

Tamafio

Chico, mediano, grande

Bebidas energéticas

103 (gatorade, enerplex)
104 [Jgos satzados
105 Polvo para preparal" agua de
sabor (tang, kool-aid)
106 |Café
107 |Té
108 |Chocolate
109 |Atole
110 |Bebidas de soya
Otros: cualquier rubro

111 |Az(car
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121 i,A;tualmente esta tomando algunas vitaminas, minerales o complementos alimenticios? 121 L

. Si 2. No
122 En caso de Si, anote el nombre del producto:
123 ¢ Cuéanto tiempo lleva toméndolos? - 1 23/ L1 LI

OBSERVACIONES:

Nombre del encuestador:
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Anexo 8. Cuestionario de actividad fisica.

Folio:
EJERCICIO Y SEDENTARISMO
Nombre del paciente: Fecha: dia|__||__| mes|__||__|afio|__|]_|
INSTRUCCIONES. Responda las preguntas tachando o anotando la opcién de respuesta. No escriba en la columna sombreada
NO ESCRIBA EN
ACTIVIDADES SEDENTARIAS ESTA COLUMNA
1 ¢ Cuantas televisiones hay en tu casa? NUmero |___| 1 |
2 ¢ Tienes televisor en tu recamara? 1. Si. 2. No. 2 |
3 ¢Regularmente cuantas horas al dia pasas viendo  television
(programacién, peliculas), incluyendo el tiempo  por la mafiana, hidia |__||_|.|__||_| 3|l
tarde y noche?
4 ¢ Tienes computadora en tu casa? 1. Si. 2. No. 4 |
5 ¢Independientemente de que tengas o no computadora entu hdia | I 5
casa, regularmente cuantas horas al dia utilizas la computadora? B — I |
6 En tu casa, ¢tienes videojuegos (X box, game-boy, wii, juegos en 1 si 2 No. 6 L
computadora)?
¢Independientemente de que tengas o no videojuegos entu
7 | casa, regularmente cuantas horas al dia dedicas a los videojuegos hidia |__||__|.|__||_| 7o
(X-box, nintendo, maquinitas, computadora, celular)?
8 En tu casa, ¢tienes reproductor de DVD y/o Blue Ray? 1. Si. 2. No. 8 |
9 ¢Regularmente, cuantas horas pasas al dia sentado (leyendo, hidia || o | LIl
oyendo musica, haciendo la tarea, jugando  juegos de mesa)? — —
¢Comes algo cuando estés frente a la TV, computadora o videojuegos?
10a ) a. ||
1. Si. 2. No. 10
10b 1. Siempre 2. Frecuentemente 3. Ocasionalmente 4. No aplica b. ||
11a ¢ Bebes algo cuando estas frente a una pantalla (TV, computadora o videojuegos)? al_ |
1.Si. 2. No. 11 S
11b 1. Siempre 2. Frecuentemente 3. Ocasionalmente 4. No aplica b.|__|
12 ¢ Entre semana, regularmente a que hora te duermes? L pm 12 ]
13 ¢ Entre semana, regularmente a que hora te despiertas? Ll L]l _Jam 30 |l
14 ¢Regularmente cuantas horas duermes de siesta? h/dia | ]| 14 I |
15 e LA 15 |l
. 7 io? 5
¢Regularmente cuantas horas al dia vas a la escuela o al trabajo? No trabaja/escuela | 99.99 | AN | N ) N | -
16 | ¢Regularmente cuanto tiempo empleas en transportarte de tu casa hdia ]I 16 L
a la escuela/trabajo, de ida y regreso (sumar los tiempos)?  No aplica |_9.99 | -
1. Caminando
¢ Regularmente como te transportas de tu casaala 2. Bicicleta al|
17 |escuela/trabajo, de iday de regreso  (Anotar en orden de 3. Automavil 17 bl
importancia, poner a la derecha el orden)? 4. AutobUs o equivalente 3 |_|
5. Metro o equivalente —
6. No aplica
EJERCICIO EN LA ESCUELA (entre semana)(aplicar s6lo a los nifios)
¢ Cuantos dias de la semana tienes clase de educacion fisica en la . .
18 escuela? dias|__| No aplica |_9_| 18 |
19 | ¢Cuanto tiempo dura tu clase? h|_|l_Jl__] Noaplica|9.99] 19 | |
20 ¢ Tienes maestro de educacion fisica? 1.Si. 2.No. Noaplical_9 | 20 |
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Anexo 9. Articulo publicado

A Genetic Risk Score Improves the
Prediction of Type 2 Diabetes
Mellitus in Mexican Youths but Has
Lower Predictive Utility Compared
With Non-Genetic Factors

Ameérica Liliana Miranda-Lora’, Jenny Vilchis-Gil, Daniel B. Juarez-Comboni?,
Miguel Cruz3 and Miguel Kliinder-Kliinder**

T Epidemiological Research Unit in Endocrinology and Nutrition, Hospital Infantil de México Federico Gomez, Mexico City,
Mexico, 2 Pediatric Medical Residency, Hospital Infantil de México Federico Gomez, Mexico City, Mexico, 3 Medical Research
Unit in Biochemistry, Hospital de Especialidades Centro Médico Nacional SXXI, Instituto Mexicano del Seguro Social,

Mexico City, Mexico, 4 Research Subdirectorate, Hospital Infantil de México Federico Gomez, Mexico City, Mexico

Background: Type 2 diabetes (T2D) is a multifactorial disease caused by a complex
interplay between environmental risk factors and genetic predisposition. To date, a total of
10 single nucleotide polymorphism (SNPs) have been associated with pediatric-onset
T2D in Mexicans, with a small individual effect size. A genetic risk score (GRS) that
combines these SNPs could serve as a predictor of the risk for pediatric-onset T2D.

Obijective: To assess the clinical utility of a GRS that combines 10 SNPs to improve risk
prediction of pediatric-onset T2D in Mexicans.

Methods: This case-control study included 97 individuals with pediatric-onset T2D and
84 controls below 18 years old without T2D. Information regarding family history of T2D,
demographics, perinatal risk factors, anthropometric measurements, biochemical
variables, lifestyle, and fitness scores were then obtained. Moreover, 10 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) previously associated with pediatric-onset T2D in
Mexicans were genotyped. The GRS was calculated by summing the 10 risk alleles.
Pediatric-onset T2D risk variance was assessed using multivariable logistic regression
models and the area under the receiver operating characteristic curve (AUC).

Results: The body mass index Z-score (Z-BMI) [odds ratio (OR) = 1.7; p = 0.009] and
maternal history of T2D (OR = 7.1; p < 0.001) were found to be independently associated
with pediatric-onset T2D. No association with other clinical risk factors was observed. The
GRS also showed a significant association with pediatric-onset T2D (OR = 1.3 per risk
allele; p = 0.006). The GRS, clinical risk factors, and GRS plus clinical risk factors had an
AUC of 0.66 (95% CI 0.56-0.75), 0.72 (95% CI 0.62-0.81), and 0.78 (95% CI 0.70-0.87),
respectively (p < 0.01).

Conclusion: The GRS based on 10 SNPs was associated with pediatric-onset T2D in
Mexicans and improved its prediction with modest significance. However, clinical factors .
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Miranda-Lora et al.

Pediatric-Onset T2D Risk Factors

such the Z-BMI and family history of T2D, continue to have the highest predictive utility in

this population.
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INTRODUCTION

The prevalence of type 2 diabetes (T2D) throughout Mexico in
2018 was 10.3%, one of the highest globally and rising (1).
Although information regarding the national prevalence of
pediatric-onset T2D remains unavailable, an increasing
proportion of younger individuals have been affected with more
aggressive phenotypes nowadays (2—4).

T2D is a multifactorial disease caused by a complex interplay
between genetic and environmental risk factors. Multiple non-
genetic risk factors have been associated with T2D, including age,
perinatal risk factors, ethnicity, family history, low
socioeconomic status, obesity, metabolic syndrome
components, and unhealthy lifestyle behaviors (5—7). However,
genetics has been hypothesized to play a much greater role in the
development of T2D among the younger populations (8).

Although genome-wide association and candidate gene
studies have identified hundreds of single nucleotide
polymorphism (SNPs) associated with T2D, these variants still
only explain less than 20% of the disease’s heritability (9-12).
While most of the identified SNPs have been associated with
relatively low risk for TD2, combining several markers together
through a genetic risk score (GRS) may indicate higher risk (13—
22).

Some authors have reported that a high GRS was associated
with a younger age at T2D diagnosis (23, 24). However,
insufficient information has been available regarding whether
genetic information improves prediction models for pediatric-
onset T2D. Our estimates have shown that pediatric-onset T2D
had a heritability of 50% among Mexicans (25). Endeavoring to
elucidate this genetic predisposition, our research team has
identified 10 SNPs associated with pediatric-onset T2D among
Mexicans with low individual risk [odds ratio (OR) between 1.4
and 2.2] (23, 26, 27). Integrating these genetic factors into a GRS
to be used in conjunction with classical risk factors for T2D could
be a useful approach toward improving prediction models for the
disease (12, 14-16, 28).

Given the importance of identifying risk factors for the early
development of T2D on its prevention, genetic information could
conceivably help identify individuals at high risk forpediatric-
onset T2D. The current study therefore sought to evaluate the
predictive utility of incorporating a GRS comprising 10 SNPs
into a model with clinical risk factors for pediatric-onset T2D
among Mexicans.

RESEARCH DESIGN AND METHODS

This case—control study was conducted at the Children’s
Hospital Federico Gomez, Mexico.

Participants

Patients aged between 8 and 18 years who lived in Mexico City’s
metropolitan area, had the last three family generations born in
Mexico, and had genetic mosaic proportions of 65% Native
American, 30% European, and 5% African were included (29—
31).

Cases included participants under 18 years of age who were
diagnosed with T2D for less than 1 month according to the
following criteria: (a) previous diagnosis and/or oral glucose
tolerance test (OGTT) according to the American Diabetes
Association criteria (32); (b) absence of anti-glutamic acid
decarboxylase and anti-insulin antibodies; (c) no clinical
features of maturity-onset diabetes among younger
participants; and (d) C-peptide = 0.45 ng/ml.

Controls were recruited by requesting the participation of
friends or neighbors who were of similar age and sex but had no
family relationship with the index cases (population controls).
Control participants were characterized as non-T2D through the
OGTT. We excluded participants with impaired fasting glucose
and impaired glucose tolerance.

Enrolled participants provided written assent in addition to
written consent from their parents. This study had been approved
by the local ethics, biosafety, and research committees.

Clinical Risk Factors

Information regarding demographics and medical history from
family pedigrees over three generations were obtained from
questionnaires provided by trained research technicians. All
participants were asked to answer questions regarding any case
of diabetes in their family, relatives age at diagnosis, and
treatment and type of diabetes. T2D diagnosis among the parents
were corroborated through an OGTT in those with no previous
history of T2D. Information regarding birthweight,gestational
age, gestational diabetes exposure, and breastfeeding
onset and duration were corroborated withinformation obtained
from in the newborn sheet.

Diet was assessed using an adapted version of the semi-
quantitative food frequency intake questionnaire from the
previous month. As support material, the interviewer used food
replicas to standardize the types and amounts of the main food
groups consumed by the participants. The questionnaire
contained 119 food items classified into 13 groups. Participants’
food intake per day was estimated, after which the amount food
consumed was measured in terms of units (e.g., piece, cup, plate,
or spoon) and size (i.e., small, medium, or large). For analysis,
consumption frequencies were calculated in grams or milliliters
ingested per day for each food item. Energy and macronutrient
intake was determined using the Food Processor software
(version 10.10, 2012, ESHA Research Inc, Salem, OR), which
includes Mexican foods (33). Percentages of adequate energy and
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macronutrient intake were calculated using recommendations for
the Mexican population.

Physical activity was assessed using a physical activity
questionnaire, which assessed intensity, frequency, and duration
of the physical activities over 1 week. Standard procedures were
performed using continuous scales of weekly energy expenditure
expressed in metabolic equivalents (MET) xmin/day (34).

Fitness was evaluated using a modified Harvard step test,
which consisted of stepping onto and off (both feet) a stool 30 cm
high, 42 cm wide, and 38 deep for 5 min at 30 cycles per min.
Heart rates were recorded at 0, 1, and 2 min after participants
finished or prematurely stopped the exercise. The physical fitness
score was calculated from the total number seconds the exercise
was performed multiplied by 100 and divided by the sum of the 3
heart rate values (35).

Clinical and Biochemical Variables
Anthropometric data were collected using standard methods.
Body height and weight were measured using a column scale
with a stadiometer. Weight was determined using a digital scale
(Seca® 884, Hamburg, Germany) with an accuracy of 0.1 kg,
while height was determined using a stadiometer (Seca® 225,
Hamburg, Germany) with a precision of 0.1 cm. Body mass index
(BMI) was calculated as weight in kilograms divided by the square
of height in meters, after which the BMI Z-score (Z-BMl)was
calculated according to age and sex, taking the 2007 WHO data
as reference (35). Waist circumference (WC) was measuredat the
midpoint between the lower costal border and the iliac
crest during the end of exhalation using a non-elastic flexible
tape to the nearest 0.1 cm (Seca® 200) in a standing position.
Blood samples were drawn after an overnight fast to measure
glucose (hexokinase method Dimension RXL.MAX, Siemens),
insulin (chemiluminescence IMMULITE 1000, Siemens, Euro,
DPC, Llanberis, UK), C-peptide (chemiluminescence
IMMULITE 1000, Siemens, Euro, DPC, Llanberis, UK), and
hemoglobin Alc ( Dimension R XL.MAX Siemens
immunoassay). Participants without diabetes underwent an
OGTT with 1.75 g/kg of anhydrous glucose (up to 75 g), with
glucose and insulin being measured 2 h after glucose
administration. To evaluate insulin resistance, the homeostatic
model assessment for insulin resistance (HOMA-IR) was

calculated using the following formula: HOMA-IR = fasting
insulin (mU/mL) x fasting glucose (mg/dl)/405 (36).

Genotyping

SNPs were selected considering previously published data
suggest their association with pediatric-onset T2D in Mexicans
(Table 1). DNA was extracted from peripheral blood leukocytes
using commercial kits following the manufacturer’s instructions
(QIAmp96 DNA Blood, Mini/Kit, Qiagen, Germany). Purity and
concentration were assessed through spectrophotometry at 260/
280 nm (Epoch spectrophotometer, BioTek Instruments,
Winooski, VT, USA), and the integrity was checked following
0.8% agarose gel electrophoresis. SNPs were genotyped using the
TagMan® OpenArray® system (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).

Statistical Analysis

Demographic and clinical characteristics of the participants were
examined. Continuous variables were expressed as mean +
standard deviation, whereas categorical variables were expressed
as numbers and percentages. Bivariate analyses were performed
using Student’s t-test, the Mann—Whitney U, or the Chi-square
test according to the type and distribution of the variable.

Allelic and genotypic frequencies were determined, after
which genotype distribution was confirmed from the Hardy—
Weinberg equilibrium (p > 0.05). Associations between
individual SNPs and pediatric-onset T2D were analyzed using
logistic regression adjusting for age, gender, and Z-BMI with
Bonferroni correction for multiple comparison (p < 0.05).

To examine the cumulative effect of the SNPs, an unweighted
GR was computed. Each participant was assigned 0, 1, or 2 points
according the number of risk alleles for each SNP. The GRS was
then constructed by summing the number of risk alleles,
assuming an additive genetic model and equal contribution of
each SNP to pediatric-onset T2D. Student’s t-tests were used to
compare the GR distribution between groups.

Pediatric-onset T2D risk variance was assessed using
multivariable logistic regression models and evaluated
McFadden’s pseudo R2. To develop the best prediction model for
pediatric-onset T2D, univariable analysis for each
independent variable was performed, subsequently selecting
those with a p value < 0.1 as candidate predictors for the

TABLE 1 | List of the 10 single nucleotide polymorphism considered in the genetic risk score computation.

Reported gene SNP Functional class Alleles MAF (%) Mexicans MAF (%) 1000 GP (37) OR 95% CI p Reference
SLC16A11 rs13342232 Synonymous A/G 41.6 16.3 1.9 1.2-3.0 0.003 (26)
ADORA1 rs903361 intergenic A/G 27.8 37.7 1.9 1.2-3.0 0.010 (27)
CADM2 rs13078807  intron A/G 9.3 8.7 2.2 1.2-4.0 0.009 (27)
GNPDA2 rs10938397 intergenic A/G 32.5 32.6 2.2 1.4-3.7 9.0E-4 (27)
VEGFA rs6905288 downstream G/A 35.5 35.5 1.4 1.1-2.1 0.044 (27)
FTO rs9939609 intron T/A 20.6 34.0 1.8 1.0-2.3 0.039 (27)
POC5 rs2112347 upstream G/T 29.6 48.9 1.7 1.4-2.1 6.9E-4 (23)
RPS10 rs206936 intron A/G 34.6 35.5 1.5 1.2-1.8 0.005 (23)
GLIS3 rs7034200 intron A/C 35.5 44.4 2.1 1.8-2.4 1.9E-6 (23)
LINGO rs10968576 intron A/G 21.2 20.4 2.0 1.6-2.4 4.3E-4 (23)

SNP, single nucleotide polymorphism; MAF, minor allele frequency; 1000 GP, 1000 genome project; OR, odds ratio; Cl, confidence interval.
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TABLE 2 | Clinical characteristics of cases and controls.

Trait Cases (n = 97) Controls (n = 83)

Sociodemographic and anthropometrics

Females n(%) 45 (46.4) 38(45.2)
Age (years) 129+2.6 12.5+2.9
Weight (kg) 64.2+£20.3 57.15 + 21.4%
Height (cm) 157.2 +13.3 152.4 + 14.7*
BMI (kg/m?2) 253+53 24.4+6.7
Z-BMI 1.5+0.7 1.0+ 1.1*
WC (cm) 86.5 + 15.0 80.2 + 19.4%
Biochemical traits

Fasting glucose (mg/dl) 149.6 £ 77.2 89.0 + 8.5*
2-h glucose (mg/dl) - 97.4 £ 19.7
HbA1lc (%) 9.6 £3.4 5.6 £0.5*%
Insulin (mUI/ml) 15.0 £ 19.6 10.3 £9.1*
HOMA-IR 5.2+0.7 2.3+0.3*
C-peptide (ng/dl) 24+2.2 2.8+23
Family history of T2D

Mother 39(57.1) 8 (10.3)*
Father 17 (27.4) 4(6.9)*
Maternal grandmother 39 (40.6) 17 (21.0)*
Paternal grandmother 37 (42.5) 15 (20.3)*
Paternal grandmother 37 (42.5) 15 (20.3)*
Maternal grandfather 26 (28.0) 18 (23.4)
Paternal grandfather 19 (22.1) 19 (25.7)
Perinatal factors

Birthweight (kg) 3.3+0.6 3.1£ 0.5
Gestational age (weeks) 379+1.8 37.7+1.8
Exposure to GD n (%) 13 (14.1) 1(13)*
Breastfeeding (months) 9.5+9.8 7.4+£5.7
Lifestyle

kcal/day 1783 £ 910 2316 + 1152*
% Carbohydrates 54.5+8.1 54.9+8.8
% Lipids 27.2+8.1 30.5 + 7.2%
Physical activity (METS) 4.2+5.2 2.6 * 4.6
Fitness score 72.3+24.7 74.1 £ 23.7

Data are means (SD) or counts (percentages), as appropriate.

*p < 0.05 according to type and distribution of the variable: Student’s t test, Mann Whitney
Uor X2

BMI, body mass index; Z-BMI, Z-score BMI; WC, waist circumference; GD, gestational
diabetes.

multivariable model. A multivariable model was then
constructed using the candidate predictors, with <0.05 indicating
significance of the collinearity and backward

elimination procedure for the selected predictors. Moreover,
age, gender, and fitness score (the unique objective lifestyle

variable) were forced into the final model despite not being
significant candidates for the multivariable model. The strength
of the association was measured using odd ratios (OR) and their
95% confidence intervals (CI). Finally, three models were
established: Model 1 comprising only clinical risk factors (age,
sex, Z-BMI, maternal diabetes, and fitness score); Model 2
comprising only GRS; and Model 3 comprising only clinical risk
factors plus GRS.

The fit of the models was also evaluated using the likelihood
ratio test, which compares the difference in area under the
receiver operating characteristic curve (AUC) to evaluate the
models’ ability to predict pediatric-onset T2D. Models for
clinical variables with and without GRS were compared using
the Chi-squared test. All analyses were performed using STATA
SE v11.0 statistical software (STATA Corp, College Station,
TX).

RESULTS

A total of 97 cases with pediatric-onset T2D and 83 controls were
included, with Table 2 showing the main differences in clinical
characteristics between cases and controls. Cases reported more
obesity indexes and expectedly higher glucose related traits
compared to controls. The proportion of children with a family
history of T2D history and exposure to gestational diabetes (GD)
was significantly higher among those with pediatric-onset T2D
than among controls. Moreover, cases who had already received
treatment at the time diagnosis exhibited lower self-reported
energy and macronutrient consumption and higher physical
activity (METS). However, no difference in fitness scores
objectively measured with the modified Harvard step test was
noted.

All genotyped SNPs were in Hardy-Weinberg equilibrium
and had an effect in the expected direction. The additive logistic
regression model adjusted for age, gender, and Z-BMI showed
that two SNPs were significantly associated with pediatric-onset

MAF (%)

Cases Controls P
0=97 =83

Ch Gene SNP Alleles

OR and 95% CI (adjusted for age, gender and Z-score of BMI)

4 GNPDA2 1510938397 A/G 414 233

3 CADM? 1513078807 A/G 126 59 0048
16_FIO 19939609 T/A 273 139 0003

1 ADORAI 1903361 A/G 348 208 0009 o

9 GLIS3  rs7034200 AC 691 592 0018

9 LINGO 510968576 A/G 263 160 0027 ————
17 _SLCIGAIl 1513342032 A/G 500 332 0.006 S ——

6 VEGFA  rs6905288 G/A 411 299 0019 e —

6 RPSIO 1206936 A/G 369 322 0.08 A r——
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Ch, chromosome; MAF, minor allele frequency.
* p <0.005 (Bonferroni correction)
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FIGURE 1 | Allele frequency and association between individually single 7nuc|eotidg polymorphisms and pediatric-onset type 2 diabetes.
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T2D after Bonferroni correction, while and six SNPs revealed a
nominal association with pediatric-onset T2D, yielding ORs
ranging from 1.2 to 2.7 (Figure 1).

To examine the cumulative effects of the SNPs, the GRS were
compared between both groups. Accordingly, pediatric-onset
T2D cases had a significantly higher mean GRS value than
controls (Figure 2).

A multivariable logistic regression model was fitted with all
non-genetic factors evaluated. After model reduction, Z-BMI
(OR =1.7; p=0.009) and maternal history of T2D (OR=7.1;p<
0.001) were identified as significant and independent clinical
predictors of pediatric-onset T2D (Model 1). No association with

any other clinical factor was observed. Moreover, Model 2
showed that the GRS was significantly associated with
pediatric-onset T2D (OR 1.3 per risk allele; p = 0.006). Finally,
Model 3 revealed the same GRS size effect after adjusting for Z-
BMI, maternal diabetes, age, gender, and fitness score (Table 3).
The McFadden’s test (Table 3) showed that the model
including only clinical variables and only GRS had a pseudo R?
of 0.15 and 0.14, respectively. Notably, the model that included
clinical variables plus GRS significantly increased the model fit to
0.21 (p < 0.01).

Figure 3 shows the AUC for pediatric-onset T2D according
to the three models. Model 3 had a better performance than
Model 1, which in turn had a better performance than Model 2
(p = 0.01). The addition of the GRS into the clinical factors
increased the AUC by 7 percentage points.

DISCUSSION

Developing prediction models for the identification of
individuals at risk for early onset T2D is important in order to
establish measures for preventing or delaying disease onset.
Recently, several studies have shown that certain SNPs were
associated with pediatric-onset T2D (23, 26, 27, 36, 38—40).
Given that such SNPs individually have low predictive ability

TABLE 3 | Logistic regression for pediatric-onset type 2 diabetes using clinical
risk factors and the genetic risk score as predictors.

OR 95% CI p
Model 1 (pseudo R? = 0.15, p < 0.001)*
BMI (Z-score) 1.7 1.1,;25 0.009
Maternal Diabetes 7.1 2.8;17.8 <0.001
Age (years) 1.1 0.9;1.2 0.444
Gender (male) 1.1 0.6;23 0.72
Fitness score 0.9 0.9;1.0 0.822
Model 2 (pseudo R? = 0.14, p < 0.001)
GRS (per risk allele) 1.3 1.1;1.6 0.006
Model 3 (pseudo R? = 0.21), p < 0.001)*
GRS (per risk allele) 1.3 1.0;1.6 0.025
BMI (Z-score) 1.5 0.9;24 0.146
Maternal Diabetes 8.5 2.8;26.1 <0.001
Age (years) 1.1 09;1.3 0.332
Gender (male) 1.2 0.5;29 0.75
Fitness score 1.0 0.778

1.0; 1.0

*McFadden’s pseudo R?, likelihood ratio p < 0.001.
OR, odds ratio; Cl, confidence interval.

for the risk of T2D, the GRS provides an opportunity to evaluate
the cumulative effects of genetic factors. Although a previous
study had shown that the GRS was associated with younger age
at T2D diagnosis (41), to the best of our knowledge, this has been
the first study to evaluate the utility of the GRS for predicting
pediatric-onset T2D among the Mexican population. Our results
are important to determine the utility of genetic factors for
identifying susceptible populations in low- to middle- income
countries.

The current study found that more than 95% of pediatric-
onset T2D cases had six or more risk alleles and a higher mean
GRS compared to controls. Although the risk per individual
allele was low (OR 1.3, C195%: 1.1;1.6), combining the markers
could indicate great risk. These results are in agreement with the
findings of other cross-sectional and follow-up studies wherein
different GRSs were associated with T2D-related traits in adults
of different ethnic groups (OR 1.06 to 2.2 per risk allele).
However, most of the aforementioned studies included tens to
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FIGURE 3 | Area under the receiver operating characteristic curve for pediatric-onset type 2 diabetes.

hundreds of susceptibility loci (1416, 27, 28, 42-53). Taken
together, the presented information supports the utility of the
GRS in prediction models for T2D independent of
environmental risk factors.
The present study determined the utility of GRS in improving
risk prediction models. Accordingly, out results showed that the
model including only clinical variables (Z-BMI, maternal
diabetes, age, gender, and fitness score) had pseudo R? value of
15%, whereas incorporating the GRS increased this to 21%.
Abdullah et al. previously reported that the inclusion of a GRS
promoted an approximately 1%—2% increase in pseudo R? (54).
Our findings showed that while the GRS had a lower
predictive ability for pediatric-onset T2D compared to clinical
factors, combining both factors prompted a modest yet
significant increase. The GRS utilized herein had a better AUC
(0.66) compared to that employed in previous reports wherein a
GRS with <10 SNPs had AUCs ranging from 0.56 to 0.59, a GRS
with 10 to 20 SNPs had AUCs of 0.55 to 0.68, and a GRS with
>30 SNPs had AUCs from 0.58 to 0.64 (55). On the other hand,
conventional risk models that included variables, such as age,
sex, BMI, physical activity level, family history of diabetes,
ethnicity, smoking status, alcohol consumption, waist
circumference, waist-to-hip ratio, and blood pressure, have
reported AUCs ranging from 0.63 to 0.96 (21). The
aforementioned findings are similar to those presented herein,
where an AUC of 0.72 was achieved for the model including Z-
BMI, maternal history of T2D, age, sex and fitness score.
Previous studies have reported that the inclusion of genetic
markers resulted in a slight improvement, with differences in
AUCs ranging from 0 to 0.12 and net reclassification of T2D risk
prediction models from -2.2% to 10.2% (21). However, the
current study obtained a 7 percentage point increase in the

AUC after combining the GRS and clinical factors, a finding
consistent with that reported in previous studies wherein an
approximately 1 to 6 percentage point increase in AUCs for
adult-onset T2D and gestational diabetes was noted after adding
the GRS (27, 45, 54, 56—60). Larger studies have reported that a
GRS promoted a considerable improvement in the
discrimination of incident T2D, with Talmud et al. (61) showing
an 8.1% net reclassification improvement with GRS and L&ll y
colleagues (62) reporting a 32.4% improvement. Although
increasing the number of SNPs included in the GRS increase
could improve its accuracy, this would come at increased cost
and model complexity.

Specific information for pediatric populations has remained
scarce, with previous reports failing to investigate the utility of
incorporating the GRS into prediction models. Vassy et al.
evaluated models for incident T2D using risk factors assessed
in adolescence (demographics, family history, physical
examination, and biomarkers) in conjunction with 38 SNPs.
Although their findings showed a hazard ratio of 1.06—1.09 per
risk allele, the addition of the GRS did not improve the
discriminative ability of the model (63). Pitkénen et al., who
examined whether the addition of a weighted GRS based on 73
genetic variants to childhood risk factors improved the
identification of T2D risk during adulthood, reported a lower and
non-significant net reclassification improvement for T2D (2.1%,
p = 0.158) (64).

Genetic risk factors, which can be measured objectively,
remain unchanged throughout the course of life. However,
genotyping carries far greater costs compared to the
measurement of conventional risk factors, which, in most cases,
requires only amedical history and physical examination.
Despite the improvement in pediatric-onset risk
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classification after including a GRS, the modest effects
compared to non-genetic risk factors (Z-BMI and
maternal diabetes history) need to be considered,
with  insufficient evidence to recommend
incorporating a GRS into clinical practice. In other
words, despite the substantial relevance of a GRS for
research studies, it provides limited clinical value to
routine medical practice given its modest benefits in
improving the predictionof T2D over traditional
clinical risk factors. Other authors have reported
similar results wherein genetic information provided
no incremental value compared to standard non-
invasive and metabolic markers, such as age, positive
family history, and obesity (65).

A family history of diabetes and, in specific cases, a
maternalhistory of diabetes reflects not only genetic
predisposition but also shared environmental and
lifestyle factors and even inclusive fetal programming
(25, 66). In fact, Do and colleagues showed that a
complete family history provides better prediction
than 21 SNPs (67). Studies have indicated that a
family history of T2D remains a strong, independent,
and easily assessed risk factor forT2D (68).

Most SNPs included herein have also been
associated with obesity. However, as reported by
other authors, we observed thata genetic predisposition
to obesity leads to increased risk for T2D independent
of Z-BMI (69). Other authors that have evaluated the
GRS in conjunction with non-genetic risk factors
(obesity, unhealthy life style, family history of T2D
among first-degree relatives, and socioeconomic
status) have confirmed that latter lead to increased
risk of T2D (52, 70-72). These observations
highlight the need for prioritizing the prevention
of environmental exposure over unmodifiable
genetic factors. The main point that needs to be
highlighted is that lifestyle interventions have been
proven effective in preventing or delaying the T2D
onset and could attenuate the effect of the genetic
variants (21, 73-81). In addition, individuals who
gain weight may be more susceptible to the cumulative
impact of T2D variants (14).

The current study evaluated environmental risk
factors in conjunction with a GRS, including SNPs
previously reported tobe associated with pediatric-
onset T2D in Mexicans (23, 26, 27).However, the
combined model (GRS and clinical factors) only
explained 21% of the variance between cases and
control. One ofthe limitations of this study is that

our results may not be generalizable to
populations with different ethnic backgrounds.

Other limitations include the cross-sectional design,

which limited our ability to determine the effects

Pediatric-Onset T2D Risk Factors

of the risk factorson the progression of T2D over
time, the small number ofindividuals included due
to the low prevalence of the disease among pediatric
patients, the subjective measurements of dietary
patterns.

Moreover, we cannot rule out other nonadditive
models as analternative to the unweighted GRS
and whether the incorporation of a great number
of variants among the hundreds of SNPs associated
with T2D might enhance prediction. Furthermore,
we could not confirm the association between
dietary habits and the risk of pediatric-onset T2D.
We believe that the case—control design prevented
us from identifying dietary habits that increased risk
given that nutritional management for the cases was
established at thetime of diagnosis. Nonetheless,
follow-up studies could perhapsobserve the effects
of dietary habits on T2D risk as previously reported
(82, 83). Despite the lack of association between
dietaryhabits and T2D herein, the involvement of
diet is obvious giventhat it is the main determinant
for the Z-BMI. Taken together, larger studies
employing a prospective design and including other
SNPs and more objective measures of non-genetic
factors are certainly needed.

In conclusion, the current study showed that a

GRS based on
10 SNPs improved pediatric-onset T2D risk
classification in Mexicans after accounting
clinical risk factors. The above, is indicative of the
clinical potential of adding genetic informationin
every day clinical practice. However, clinical risk
factors, suchas maternal history of diabetes and Z-
BMI, which can be easily measured in clinical
practice, remain the principal risk factors.
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