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l. Resumen

La seleccion natural es un proceso que ha participado en la historia evolutiva
de la mayoria de las especies, incluyendo al humano. Debido a ello, se ha realizado
la bausqueda de evidencia de este proceso evolutivo a lo largo de todo el genoma
humano en distintas poblaciones. Como resultado, en diferentes genes se han
identificado variantes con sefiales de procesos de seleccion reciente y que podrian
estar relacionadas a procesos de adaptacion local al ambiente en el que se
asentaron los diferentes grupos humanos alrededor del mundo. Un ejemplo de estos
estudios es el realizado previamente por nuestro grupo de trabajo en el que se
identificaron genes con sefiales de seleccion positiva en el genoma de indigenas de
la cohorte MAIS (Metabolic Analysis in an Indiginous Sample) provenientes de 4
regiones geograficas de México. Uno de los genes con variantes con sefiales de
seleccion compartidas entre estos individuos fue PPARG (rs9833097, rs7626560,
rs6782475y rs13090265), el cual es relevante biomédicamente ya que variantes en
este gen han sido asociadas a padecimientos metabdlicos como la diabetes y
obesidad. Debido a lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue caracterizar el
proceso de seleccién que ocurrio en las variantes del gen PPARG en poblacién
indigena y determinar si estos alelos se asocian con perfiles transcripcionales
especificos en tejido adiposo. Nuestros resultados revelaron un haplotipo especifico
en este gen para la poblacion indigena de México que consta de 35 variantes
ubicadas principalmente en regiones intronicas y algunas de ellas en regiones
reguladoras y que, posiblemente se selecciond hace aproximadamente 15 mil afios.
Esta cantidad de afios coincide con la que se estima en que ocurrié la migracion de
humanos modernos al continente americano. Dicho evento ocurrié en condiciones
ambientales poco favorables como climas extremadamente frios, poca
disponibilidad de alimentos y la necesidad de recorrer grandes distancias a pie.
Tomando en cuenta que este haplotipo se encuentra en PPARG, el cual regula
procesos importantes relacionados al metabolismo energético como la
adipogénesis, nuestros resultados sugieren que este evento de migracion pudo ser
la presion selectiva que contribuyo a la seleccion de estas variantes. Ademas,

mediante analisis de expresion diferencial en tejido adiposo, identificamos 281
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transcritos expresados diferencialmente en los individuos portadores del haplotipo
bajo seleccion. Algunos de estos transcritos son importantes para procesos
bioldgicos relacionados al metabolismo de lipidos. Dado que identificamos que
algunas de las variantes que integran el haplotipo bajo seleccion sobre PPARG se
encuentran en regiones reguladoras del gen, aunado a los resultados del andlisis
diferencial gendmico, inferimos que el haplotipo bajo seleccion podria estar
causando cambios en la regulacion de la expresion del gen lo que a su vez modifica
la expresion de los genes regulados por PPARG. Dando como resultado una firma
de expresion que podria resultar en un manejo mas eficaz en la energia del

organismo de los primeros pobladores de América.



1.1 Abstract

Natural selection processes has been participated in evolutionary history of
several species, including humans. Due this, it has been looked for evidence of this
evolutionary process along whole human genome through several populations. In
consequence, it has been identified several genes containing variants with signals
of recent selection processes and that could be related to local adaptation processes
to the specific environment in which these groups settled. An example of this kind of
studies is the one previously done for our work group in which it was identified
several genes with signals of positive selection through genomes of indigenous from
4 geographic regions of Mexico. One of them was PPARG which has been
associated with metabolic diseases like diabetes and obesity. Because of this, the
objective of this work was to characterize the selection process suffered by the
variants of the PPARG gene in an indigenous population and to determine if these
alleles are associated with specific transcriptional profiles in adipose tissue. Our
outcomes show these variants have formed a specific haplotype for indigenous
populations of Mexico with 35 variants distributed mainly in intron regions and some
of them in regulatory regions, and this haplotype could have been selected 15,000
years ago. This outcome agrees with the estimated time in which the human
migration to the Americas could occur. This event occurred in unfavorable
environmental conditions like extremately cold climates, poor availability of food and
the need to travel long routes on foot. Taking into consideration that this haplotype
is in PPARG, which regulates several important processes related with energy
metabolism like adipogenesis, our outcomes suggest this migration event could be
the selective pressure that contributed to the selection of these variants.
Furthermore, through differential expression analysis in adipose tissue, we identified
281 differentially expressed transcripts in carrying individuals of the haplotype under
selection. Some of these transcripts are important for biological processes related to
the lipid metabolism. Given we identified that some of the variants into the haplotype
under selection on PPARG are in regulatory regions of this gene, together with
results of genomic differential analysis, we infer this haplotype under selection could

be changing the regulation of expression of the gene which in turn modifies the
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expression of the genes regulated by PPARG. In consequence, there is an
expression signature that could result in a more effective management in the energy

of the organism of the first settlers of the Americas.



Il. Introduccién

2.1 Seleccién natural

Existen cuatro fuerzas que actuan en conjunto o de forma separada sobre los
procesos evolutivos en las poblaciones: la deriva génica, el flujo génico, la mutacion
y la seleccion natural (Saeb & Al-Nageb, 2016). La deriva génica es un cambio
aleatorio en la frecuencia de los alelos (forma alternativa de un gen) que contribuyen
a la variabilidad de la siguiente generacion como consecuencia de procesos
estocasticos. Mediante esta fuerza evolutiva, un alelo dentro de la poblacién puede
tener un incremento o una disminucion drastica en su frecuencia de una generaciéon
a otra, e incluso ser eliminado hasta que aparezca de nuevo ya sea por mutacion o
flujo génico (Hamilton, 2009; Masel, 2011). El flujo génico es el movimiento de alelos
de una poblacion a otra a través de eventos de migracién en una poblacion y
posterior apareamiento con los individuos de otra. El flujo génico juega un papel
importante en la diversidad génica, ya que una migracion limitada entre dos
poblaciones puede conducir a la diferenciacion génica entre estas poblaciones
(Saeb & Al-Naqgeb, 2016; Tigano & Friesen, 2016). La mutacion se refiere a la
aparicién de nuevos alelos en una poblacion debido a errores de replicacion del
ADN durante la mitosis o meiosis (Hamilton, 2009). Por otra parte, la seleccion
natural es un proceso que ocurre cuando los individuos de una poblacion difieren
en su eficacia biolégica o “fitness” para sobrevivir o reproducirse, como
consecuencia de la aparicion de alelos que aumentan dicha eficacia (Stern &
Nielsen, 2019). Generalmente, estos alelos se adquieren a través del tiempo por
procesos mutagénicos a lo largo del genoma de una especie. Con el tiempo los
alelos que son favorables, es decir, los que tuvieron mayores probabilidades de ser
heredados a las siguientes generaciones, se fijan en la poblacién incrementando su
frecuencia alélica y generando una adaptacion de la poblacion a ciertos ambientes
(adaptacion local) (Hamilton, 2009; Tiffin & Ross-Ibarra, 2014). En algunos casos,
los fenotipos con adaptacion local interactian de formas diferentes con otros
ambientes, siendo mas benéficos o incluso detrimentales (Rees et al., 2020). Para

conocer la intensidad con la que estd operando esta fuerza evolutiva sobre la
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frecuencia de los alelos seleccionados a lo largo de las generaciones se utiliza el
coeficiente de seleccion (s), el cual se calcula utilizando la diferencia entre la media
de la eficacia biolégica de un genotipo de referencia y la del genotipo en estudio
(Fig. 1) (Thurman & Barrett, 2016).

Frecuencia del alelo A (p)
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Figura 1.- La fuerza de la seleccién natural influye en la tasa de cambio en las
frecuencias genotipicas y alélicas. En esta ilustracién, la selecciéon actla contra el
homocigoto recesivo (aa). En el panel superior se muestra una seleccion natural intensa en
donde la viabilidad del genotipo aa es 10-50% menor que el de otros genotipos. El panel
inferior muestra una seleccién natural débil en donde la viabilidad del genotipo es 1-0.1%
menor que el de otros genotipos. Se puede notar una amplia diferencia entre la escala de
tiempo de ambas graficas, en donde a menor coeficiente de seleccién, mayor es el nimero
de generaciones que tarda la variante seleccionada en incrementar su frecuencia. Tomado
y traducido de Population Genetics (p.199), por Matthew B. Hamilton, 2007, Wiley-
Blackwell.

Existen tres tipos de seleccidon natural: seleccidon direccional, seleccion
estabilizadora y seleccion disruptiva (Fig. 2). La seleccion direccional o seleccion

positiva, ocurre cuando uno de los extremos de la distribucion genotipica de la



poblacion es el que tiene la eficacia biolégica mas alta y por lo tanto es la que tendréa
un incremento en la frecuencia del alelo a través de las generaciones (Fig. 2a). En
la seleccion estabilizadora la mayor eficacia bioldgica se observa en los genotipos
centrales de la distribucion y, por el contrario, en la seleccion disruptiva las eficacias
biolégicas mas altas son los genotipos de ambos extremos (Fig. 2b y 2c¢)(Hamilton,
2009).
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Figura 2.- Tipos de seleccién natural en rasgos cuantitativos. El panel superior muestra
la distribucion inicial. El panel inferior muestra la distribucion fenotipica después de haber
ocurrido la seleccién natural. (a) Seleccion direccional ocurre cuando los valores
genotipicos del extremo inicial o final de la distribucién tienen el fitness méas alto. (b) La
seleccidn estabilizadora ocurre cuando los rasgos intermedios tienen el fitness mas alto. (c)
La seleccion disruptiva es cuando los rasgos en los extremos de la distribucion genotipica
tienen el fitness mas alto. La respuesta a la seleccion direccional aumenta o disminuye la
media genotipica poblacional. La respuesta a la seleccion estabilizadora o disruptiva no
cambia la media, pero disminuye o aumenta la varianza de la distribucion genotipica.
Tomado y traducido de Population Genetics (p.299), por Matthew B. Hamilton, 2007, Wiley-
Blackwell.



2.2 Variacion genética

La variacion genética son todas aquellas diferencias en la secuencia de ADN
que existen entre los individuos de una misma especie (Ellegren & Galtier, 2016).
La variacion genética se encuentra compuesta de variantes de un solo nucleétido
(SNVs), pequeias inserciones y deleciones, repeticiones cortas en tandem,
inserciones de elementos transponibles, inversiones y variaciones en el nimero de
copias (CNVs) (Perry, 2008). Estas variaciones en la secuencia del ADN, pueden
estar localizadas en regiones codificantes o no codificantes del genoma y que, por
lo tanto, tienen diferentes consecuencias sobre la eficacia biologica relativa de un
individuo, pudiendo ser catalogadas como letales, deletéreas o detrimentales,
ventajosas y neutrales, presentdndose en diferente frecuencia cada una de estas
categorias (Fig. 3) (Quinn et al., 2019). Un alelo letal es aquel que conduce a la
muerte, reduciendo la probabilidad de alcanzar la etapa reproductiva y por lo tanto
la probabilidad de tener descendencia, uno deletéreo reduce la probabilidad de
supervivencia o éxito de reproduccién porgue el alelo produce un fenotipo nocivo
que reduce la eficacia biolégica de la poblacién frente al ambiente en el que se
desarrolla, mientras que con un alelo ventajosos ocurre lo inverso a lo anterior, es
decir, dentro del mismo contexto ambiental el alelo incrementa la eficacia bioldgica
de la poblacion y finalmente, en un alelo neutral, la mutaciones tienen pequefios o
nulos efectos positivos 0 negativos y por lo tanto no influyen en la eficacia bioldgica
de la poblacion (Casillas & Barbadilla, 2017; Hamilton, 2009). La variacién genética
también se puede interpretar como el resultado del balance entre la aparicién y

desaparicion de variantes genéticas en un poblacion (Ellegren & Galtier, 2016).
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Figura 3.- Distribucion hipotética de los efectos de las mutaciones en el fenotipo que
finalmente impactan en el fithess del genotipo. Las mutaciones que tienen un fitness
medio menor que el fithess de la poblacion (w) disminuye su frecuencia a causa de la
seleccién natural (deletéreas). El area sombreada alrededor de w indica la zona en donde
las mutaciones tienen pequefios efectos en el fitness relativo al efecto de la deriva génica
(el ancho de la zona neutral depende del tamafio efectivo de la poblacion). El area
sombreada cerca del fithess medio igual a 0 indica las mutaciones que causan fallas en la
reproduccion o que son letales. Las mutaciones letales son mas comunes desde que son
una categoria que incluye muchos grados de severidad resultantes de diversas causas. Los
efectos en el fitness de las mutaciones son inherentemente dificiles de medir debido a la
rareza de los eventos de mutacion, el pequefio efecto de muchas mutaciones y la
dependencia del fithess al contexto ambiental. Tomado y traducido de Population Genetics
(p-158), por Matthew B. Hamilton, 2007, Wiley-Blackwell.

Por otra parte, existen tres hipétesis respecto al como se ha mantenido la
variabilidad genética en las poblaciones a través de la seleccion natural conocidas
como clasica, balanceadora y neutral. En la hip6tesis clasica, la variacion genética
es poco comun y esta conformada principalmente por nuevos alelos mutantes con
efecto dafiino en el fenotipo, por lo que la seleccién natural las mantiene en baja
frecuencia. En la hipotesis balanceadora, la variacion genética es abundante y
mantenida por una seleccion natural estabilizadora y los individuos que mas se
benefician son los del genotipo heterocigoto. Por ultimo, el modelo neutral propone
gue la mayoria de los alelos de la variacién genética tienen poco o nulo efecto en el

la eficacia bioldgica de un organismo manteniendo asi la variacion genética en la
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poblacion con poca o nula participacion de la seleccién natural (Hartl & Clark, 2007;
Hedrick, 2011).

2.3 Desequilibrio de ligamiento

Si bien la mutacién es el proceso por el cual se generan nuevas variantes, es
la recombinacién genética la fuerza evolutiva que permite que estas nuevas
variantes se combinen o no dentro de bloques de desequilibrio de ligamiento (LD,
por sus siglas en inglés) que podrian ser posteriormente blancos de la seleccion
natural (Auton & McVean, 2012). Estos blogues de LD, se generan durante la
meiosis, donde la recombinacién genética de secuencias de ADN entre dos
donadores produce una nueva secuencia de ADN. (Keith, 2008). Dentro de esta
secuencias se da la asociacion no aleatoria de los alelos de dos o mas loci que da
como resultado un aumento en la frecuencia de la cosegregacién de estas
secuencias (Slatkin, 2008). Por lo tanto, cada par de alelos asociados de manera
no aleatoria tiene un valor de LD diferente que es denotado con la letra D y se
calcula con las frecuencias de ambos alelos. Los valores maximos y minimos que
puede adquirir D, varian en funcién de la frecuencia de los alelos, lo que dificulta
gue este valor sea comparado en un par de alelos con el de otros, por lo que, se
han propuesto otros valores que eliminan este problema como el valor D’ que es la
division de D/ D méaxima o el valor r? que es el cuadrado de la correlacion

convencional de la frecuencia en la muestra (Sved & Hill, 2018).

En el genoma se pueden localizar segmentos con variantes genéticas en LD,
estos segmentos son conocidos como bloques de LD y, al menos en el genoma
humano, varian en tamafio desde algunas cuantas kilobases (kb) hasta mas de 100
kb (Slatkin, 2008). Los bloques de LD pueden ser influenciados por algunas fuerzas
evolutivas como la deriva génica, el flujo génico, la seleccién natural, la endogamia
o la tasa de recombinacion (Hedrick, 2011). En el caso de la seleccion natural, si
una variante dentro del bloque de LD se encuentra bajo seleccion positiva y por lo
tanto aumentando de frecuencia, podria conducir al efecto conocido como autostop

genético a lo largo del bloque de LD. El autostop genético es el aumento de la
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frecuencia del resto de las variantes dentro de un bloque de LD, aunque tengan un
impacto neutro en el fenotipo, en consecuencia al aumento en la frecuencia de la
variante bajo seleccion dentro del mismo bloque de LD (Slatkin, 2008). El estudio
del autostop genético ha llevado al desarrollo de métodos para detectar los sitios en
el genoma humano con probable evidencia de algun procesos de seleccion natural,
por ejemplo el estadistico de homocigosidad haplotipica extendida que mide el
decaimiento del LD para identificar sitios bajo seleccion positiva reciente (Sved &
Hill, 2018).

Por lo tanto, el LD es de gran importancia en el estudio de la genética humana
porque puede reflejar si nuestro genoma ha sido influenciado por fuerzas evolutivas.
Es por ello que se espera que, con los avances y disminucién de precios en las
tecnologias de genotipificacion y un aumento de personas que decidan participar en
los estudios genéticos, se logre obtener una mayor comprension de los patrones de
LD y por lo tanto de la historia de diferentes regiones del genoma humano y de sus
marcadores ligados a otros alelos para aumentar el potencial de su aplicacion en el
entendimiento de las bases genéticas de las enfermedades complejas (Slatkin,
2008; Sved & Hill, 2018).

2.4 Seleccion natural en poblaciones humanas

En los ultimos afios se han desarrollado métodos, como los estadisticos PBS
(Population Branch Statistics) e iHS (integrated Haplotype Score) para buscar
variantes con evidencia de seleccidn positiva asociadas a ciertos fenotipos, tales
como dieta alta en grasa o a periodos largos de ayuno (rs4988235), la pigmentacién
de la piel (rs1426654), la respuesta inmune (rs9272426) y el almacenamiento de
energia (rs1438307) (Fig. 4) (Kern & Hahn, 2018; Lin et al., 2018; Lindo et al., 2016;
Mathieson & Mathieson, 2018; Sabeti etal.,, 2006; L. Wang etal., 2020).
Particularmente, en México, este tipo de estudios han identificado que SNVs en el
gen MUC19 y la region MHC han atravesado por procesos de seleccion en
poblacién mexicana (Reynolds et al., 2019; Zhou et al., 2016). Sin embargo, hasta

donde es de nuestro conocimiento, alin son escasos los estudios de este tipo en
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nuestra poblacién por lo que aun se requiere de mayores esfuerzos que lleven a la
deteccién de mas variantes con sefales de seleccion con la finalidad de entender

la arquitectura genética humana.

SLC24A5 - MCME CPTIA EGLNI ™ v , FADS loci
5LC45A2 . LRP5 ay) EPASI 0 -
TYR " THADA
MCIR ’/,-"( PRKGI
Poligénico =
f | b el |
r R
S, \\'
VAV3 —

g —
} 0 EDARI
APOLI \ ‘\\:_ p,‘amm
g/ T

™

CISH o — MCM6

DOCK3 _— — _—

STATS 0 T

HESK1 CREEBRF

POUIFI % ig; o . 40

v ASIMT

GYPA RV '.t.t
GYPB ".)
GYPC

Key -

p— M - 2
Persistencia lactica Talla Ambiente artico  Dieta alta en grasas Cabello grueso  Alimentos con almidén

S B a = @)

Pigmentacion de la piel Alta altitud Resistencia al Trypanosoma  Malaria Ambientes ricos en arsénico téxiccAumento del IMC

Figura 4.- Ejemplos de adaptaciones locales humanas. Cada punto marca la poblacion
humana en la que se ha llevado a cabo estudios en la blisqueda de evidencia de procesos
de seleccion. Cada ejemplo esta etiquetado por el fenotipo y/o presion selectiva y los loci
genéticos bajo seleccion. Tomado y traducido de “Going global by adapting local: A review
of recent human adaptation” (p. 54), por S, Fan, et al., 2016, Science, 354(6308).

Recientemente, un estudio realizado previamente por nuestro grupo de
trabajo, que analiz6 una poblacion de 3294 indigenas (cohorte MAIS: del inglés
“Metabolic Analysis in an Indigenous Sample”) provenientes de 60 de los 68 grupos
étnicos de todo el pais, identific6 que se podian agrupar a estos individuos en 4
regiones geograficas a lo largo de México (Sureste, Centro-Sur, Norte y Noroeste)
con caracteristicas genéticas diferentes identificadas a través de analisis de

componentes principales. Como uno de los principales resultados, en cada una de
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estas regiones, se identificaron genes que contenian variantes que se encuentran
bajo procesos de seleccion natural en el genoma de estos individuos, ademas de
los genes con variantes con evidencia de seleccion en comun entre estas regiones
(Fig. 5). De manera interesante, solo dos genes (PPARG y KCNQ3) se identificaron
con variantes con sefiales de seleccion en las 4 regiones geograficas que se
identificaron en la poblacion indigena mexicana (Fig. 5) (Garcia-Ortiz et al., 2021).
De estos dos genes, PPARG resalta por tener un papel clave en la diferenciacion
de adipocitos y en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa y lipidos,
ademas de que variantes genéticas en este gen se han asociado con la
susceptibilidad a enfermedades metabdlicas como la diabetes y la obesidad (Janani
& Ranijitha Kumari, 2015). Derivado de este estudio, se identificaron cuatro SNVs
en PPARG con sefiales significativas de seleccién en alto LD (r? = 0.50; Tabla 1)
(Garcia-Ortiz et al., 2021).
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Figura 5.- Seflales compartidas de selecciéon a través de poblaciones indigenas de
diferentes regiones de México. Diagrama de Venn que muestra el nimero total de genes
con al menos un SNV dentro del top 1% del cruce de valores de referencia PBS (del inglés
Population Branch Statistic) e iHS (del ingés integrated Haplotype Score) en cada regién y
el niumero total de sefiales compartidas de seleccién entre cada regién. Tomado y traducido
de “The genomic landscape of Mexican Indigenous populations brings insights into the
peopling of the Americas”, por H, Garcia-Ortiz, et al., 2021, Nature communications.
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Tabla 1 Variantes con evidencia de seleccion en el gen PPARG.

., Alelo Frecuencia alélica
SNVs sr?ZI|CI2?1 bajo iHSt PBSt
98N Seleccion Indigenas AFR* EUR*  ASS*
rs6782475(T/G) Intrén G 0.456 0.362 0.166 0.003 241 0.1
rs7626560(C/T) Intrén T 0.451 0.164 0.150 0.002 2.46 0.22
(s9833097(G/A)* _Region A 0.473 0.096 0.097 0.001 2.65 0.24
regulatoria
rs13090265(A/G)  Rio abajo G 0.478 0.082 0.116 0.001 2.38 0.27

AFR: africanos; EUR: europeos; ASS: asiaticos del sur *Basada en la frecuencia global observada
en el proyecto de los 1000 genomas; testadisticos utilizados para determinar la evidencia de
seleccion; PBS: Population Branch statistic; iHS: integrated Haplotype Score; **Variante con el valor
mas alto de seleccion; El alelo mas frecuente en las poblaciones de los 1000 genomas se resalta en
negritas. Nota. Adaptado de “The genomic landscape of Mexican Indigenous populations brings
insights into the peopling of the Americas” por H, Garcia-Ortiz, et al., 2021, Nature communications.

2.5 Gen PPARG

El Receptor Gamma Activado por Proliferadores Peroxisomales (PPARG, por
sus siglas en inglés) forma parte de la familia de los PPARs junto a otros dos
subtipos de receptores (PPAR alfa y PPAR beta/delta) (Janani & Ranjitha Kumari,
2015). Los PPAR son los factores de transcripcion mas estudiados y son codificados
por tres genes diferentes (PPARA, PPARB/D Y PPARG) localizados en tres
cromosomas distintos. Sin embargo, a pesar de formar parte de la misma familia y
de tener caracteristicas estructurales similares, cada una de estos 3 subtipos tiene
funciones fisiologicas, expresion en tejidos y especificidad a ligandos diferentes
(Costa et al., 2010). En el caso del gen PPARG, este se expresa principalmente en
el tejido adiposo en donde es clave para procesos como la adipogénesis, balance
de energia, biosintesis y metabolismo de lipidos, asi como la sensibilidad a la
insulina y se ha descrito que la transcripcion aberrante de este gen puede contribuir
a la aparicion de padecimientos como la obesidad y diabetes tipo Il (Costa et al.,
2010; Joffe & Houghton, 2016; Majithia et al., 2014). La estructura de la proteina
PPARG consta de cinco dominios: el dominio A/B, que contiene a la funcion de
activacion independiente de ligando 1 (AF-1, del inglés ligand-independient

transactivation function 1); el dominio de union al ADN (DBD, del inglés DNA-binding
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domain); la region bisagra (Hinge); el dominio de unién al ligando (LBD, del inglés
Ligand-binding domain); y el dominio F (AF-2) que es el encargado de interactuar
con cofactores como los miembros de la familia p160 el cual juega un papel
primordial en la regulacién funcional de este factor de transcripcion (Liu et al., 2020;
Powell et al., 2007; Wafer et al., 2017). Para que esta proteina lleve a cabo su
funcién, es necesario que forme un heterodimero con el receptor retinoide X (RXR),
el cual puede estar unido a correpresores como RIP140, que se une al dominio AF-
2, el correpresor del receptor nuclear (NCoR) y el mediador silenciador para
receptores de hormonas retinoicas y tiroideas (SMRT) que reclutan complejos de
histona deacetilasa para compactar el ADN y asi reprimir la transcripcion. Estos
correpresores son desacoplados debido a la unién de ligandos al dominio AF-2, lo
cual permite la unién de coactivadores transcripcionales a PPARG. Por ejemplo, el
ligando enddgeno 15d-PGJ12 permite la interaccion del heterodimero PPARG/RXR
con los coactivadores SRC-1, TIF2, p/CIP, p300 y TRAP220. Los coactivadores
varian dependiendo del tipo celular, por ejemplo, en los macréfagos es PU.1 y en
adipocitos es C/EBPb. El heterodimero PPARG/RXR activado es capaz de unirse
al elemento de respuesta al Proliferador de peroxisomas (PPRE), el cual consta de
repeticiones AGGTCA separados por un par de bases llamados DRL1 junto con el
elemento de especificidad AAACT. Lo anterior, sumado a la funciéon de los
coactivadores de poseer o reclutar proteinas con actividad histona acetil
transferasa, permite la unién del complejo RNA polimerasa Il y asi el inicio de la
transcripcion de los genes objetivo de PPARG (Fig. 6) (Costa et al., 2010; Powell
et al., 2007).
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Figura 6.- Mecanismo de accion de PPARG. PPARG funciona como un heterodimero
obligado con el receptor retinoide X. En su estado basal, el heterodimero se encuentra
asociado a un correpresor con actividad histona deacetilasa que inhibe la actividad
transcripcional de PPARG. La unién de un ligando al dominio AF2 de PPARG produce un
cambio conformacional en la proteina, lo que produce la liberacién del correpresor. La
funcion del ligando es reclutar a una proteina que funciona como coactivador, la cual tiene
actividad histona acetilasa, lo que permite que el ADN sea accesible para el complejo de
RNA polimerasa Il y asi inicie la transcripcién de los genes blanco de PPARG. RXR:
Receptor retinoide X; PPRE: Elemento de respuesta al Proliferador de peroxisomas; LDL:
Lipoproteina de baja densidad; SMRT: Silenciador mediador para el receptor de hormonas
retinoicas y tiroideas; NCor: Correpresor del receptor nuclear; HMT: Histona metil
transferasa; PGC-1: Coactivador 1 de PPARG; TRAP220: Proteina 220 asociada al
receptor de hormona tiroidea; ARA70: Proteina asociada al receptor de andrégeno; PRIP:
Proteina de interaccion con PPARG.

El gen PPARG tiene mecanismos de regulacion a nivel de expresion, ya sea
por factores de transcripcion, incluyendo al mismo PPARG, por microRNASs o por
cambios epigenéticos. Dentro de estos cambios epigéneticos se encuentran las
marcas de histonas como la acetilacion de las lisinas 9 y 27 de la histona H3
(H3K9ac yH3K27ac, respectivamente) y la di- y tri-metilacion de la lisina 4 de la

histona H3 (H3K4me2/3). Las modificaciones en los niveles de expresion de PPARG
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son relevantes debido a que se ha demostrado que una reduccion del 25% de su
expresion podria reducir la masa y grasa corporal, mejorar la sensibilidad a la
insulina y reducir el riesgo a padecer dislipidemias (Broekema et al., 2019; Powell
et al., 2007).

Finalmente, también se ha mostrado que SNVs en regiones regulatorias
podrian modificar la expresion de PPARG y causar fenotipos asociados a otras
enfermedades. Por ejemplo, estudios in vitro han identificado SNVs cercanos a la
region promotora de PPARG asociados con aumento del peso corporal y de la
sensibilidad a la insulina. Sin embargo, debido a que no es del todo claro el
mecanismo por el cual ocurre este fendmeno, son necesarios mas estudios
enfocados a este tipo de variantes (Costa et al., 2010; Muller et al., 2003). También
se han reportado variantes que se encuentran en otras regiones importantes como
la variante Pro115GIn en el dominio AF-1 que produce que PPARG se encuentre
activa de forma constitutiva, esta variante se ha asociado a un incremento en el IMC
de individuos obesos. Por otra parte, la variante Ser289Cys que podria estar
provocando la formacion de un puente entre Cys289 y Cys285 en el dominio LBD
en PPARG, lo que evita la unién de correpresores a este factor de trascripcion, se
asocia al riesgo a desarrollar dislipidemias, hipertensién y sobrepeso (Capaccio
et al., 2010; Heikkinen et al., 2007; Ristow et al., 1998).
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11K Justificacion

La seleccion natural es un proceso que ha participado en la historia evolutiva
de distintas especies, incluyendo al Homo sapiens desde su salida del continente
africano y su dispersion por el mundo hace aproximadamente 100,000 afios (Fan
et al., 2016). En los ultimos afos se han llevado a cabo esfuerzos por desarrollar
herramientas que permitan identificar huellas de esta fuerza evolutiva en el genoma
humano. Como resultado, se han identificado distintos genes que podrian estar
asociados a caracteristicas ventajosas para poblaciones humanas especificas,
incluyendo caracteristicas relacionadas al metabolismo energético (Mathieson &
Mathieson, 2018; L. Wang et al., 2020). Recientemente, un estudio realizado en
nuestro grupo evidencié que en la poblacion indigena mexicana existen SNVs que
pudieron haber estado bajo proceso de seleccion natural, dentro de las cuales se
encuentran variantes localizadas en PPARG (Garcia-Ortiz et al., 2021). PPARG se
expresa principalmente en tejido adiposo, donde juega un papel importante en
procesos metabdlicos como la adipogénesis, biosintesis y metabolismo de lipidos y
sensibilidad a la insulina a través de la regulacién de la expresion de genes
adipogénicos (Costa et al., 2010; Joffe & Houghton, 2016). Este gen es de gran
relevancia médica debido a que ha sido asociado a padecimientos metabdlicos
como la diabetes y la obesidad, los cuales, para el 2005, ya formaban parte de los
principales desafios para el sistema mexicano de salud, observandose, desde
entonces, un continuo incremento en la prevalencia de estos padecimientos hasta
hoy en dia (Janani & Ranjitha Kumari, 2015; Secretaria de Salud, 2005; Shamah-
Levy et al., 2020).

Ambas enfermedades son consideradas como enfermedades multifactoriales
o complejas debido a que no tienen una Unica causa genética o ambiental, o que
complica su estudio (Artasensi et al., 2020; Rohde et al., 2019). Por lo tanto, el
estudio de estas enfermedades requiere de un enfoque multidisciplinario (Duarte
et al.,, 2014). En este sentido, la medicina evolutiva proporciona un enfoque en el
gue se analiza como las variantes genéticas han interactuado con el ambiente, las

fuerzas evolutivas y otros genes a lo largo del tiempo para influir sobre el genotipo
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que subyace a la enfermedad y asi aportar al entendimiento causal de las

enfermedades actuales (Romero & Farias, 2014).

De esta manera, se espera que, al combinar el entendimiento actual de la
dindmica evolutiva, la diversidad genética regional de México y las posibles
consecuencias que los alelos bajo seleccion causen sobre fenotipos particulares,
logremos profundizar en el conocimiento de las enfermedades que afectan a la
poblacibn mexicana y se genere el potencial para contribuir a originar mejores
estrategias epidemiolédgicas y de intervencion que ayuden a mejorar la salud de

nuestra poblacion.
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V.

Objetivos

4.1 Objetivo general

Estimar el proceso de seleccién que sufrieron las variantes del gen PPARG

en poblacion indigena y determinar si estos alelos se asocian con perfiles

transcripcionales especificos en tejido adiposo.

4.2 Objetivos Especificos

Identificar la estructura del haplotipo del gen PPARG con alelos con evidencia
de seleccion (rs6782475*T, rs7626560*T, rs9833097*A, rs13090265*A) en
una muestra de 76 genomas indigenas genotipificados a nivel de genoma

completo.

Establecer el coeficiente de seleccién, asi como estimar el tiempo en el cual
el haplotipo derivado empez6 a incrementar su frecuencia utilizando

estrategias bioinformaticas.
Evaluar los perfiles transcripcionales en tejido adiposo entre portadores del

haplotipo derivado (con evidencia de seleccién) y portadores del haplotipo de

referencia.
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V. Metodologia

5.1 Poblacién de estudio

Las muestras incluidas en este estudio pertenecen al biobanco del
Laboratorio de Inmunogendmica y Enfermedades Metabdlicas del Instituto Nacional
de Medicina Genomica (LIEM-INMEGEN).

Para identificar la estructura del haplotipo bajo seleccion de PPARG y estimar
el tiempo en el cual se empezo a incrementar su frecuencia en la poblacion indigena
mexicana, se utilizdé una submuestra de la cohorte MAIS “Metabolic Analysis in an
Indigenous Sample”. Esta submuestra estuvo conformada de 76 indigenas
mexicanos pertenecientes a 27 grupos étnicos del pais, con secuenciacion del
genoma completo por medio de la plataforma lllumina. De todos ellos, también se
cuenta con la informacion clinica, datos antropométricos (talla, peso y composicion
corporal), bioquimicos (glucosa, colesterol total, colesterol HDL vy triglicéridos) y

presion sanguinea (Mendoza-Caamal et al., 2020).

Para la evaluacion de los niveles de trascripcion, se utiliz6 una poblacion
integrada por 12 individuos mestizos mexicanos con un indice de masa corporal
(IMC) 2 35 kg/m? que fueron sometidos a cirugia bariatrica en la Clinica integral de
cirugia para la obesidad y enfermedades metabdlicas en el Hospital General de
Tlahuac, Ruben Lefiero y Angeles del Pedregal de la Ciudad de México (Barajas-
Olmos et al., 2018). De ellos se recolecté una muestra de tejido adiposo visceral
durante una operacién bariatrica a la que fueron sometidos. De todos ellos se cuenta
tambien con su informacién genética (lllumina, HumanHT-12 v4 Expression
BeadChips), bioquimica (glucosa, hemoglobina glicosilada, insulina, colesterol total,
colesterol HDL, colesterol LDL vy triglicéridos), ademas de medidas antropométricas

y de presion arterial (Barajas-Olmos et al., 2018)

El presente trabajo se desarroll6 acorde a la declaracién de Helsinki y fue
aprobado por el comité de ética en investigacion del INMEGEN (numero de
protocolo: CEl 2019/08).
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5.2 Identificacion de la estructura de los haplotipos bajo seleccion

Se utilizaron los archivos en formato Plink (.bed, .bim y . fam) provenientes
de los 76 genomas completos de indigenas para identificar la estructura del
haplotipo de las SNVs bajo seleccion en el gen PPARG (haplotipo bajo seleccion)
(Tabla 1) utilizando el software Plink v1.9. Se consideraron en desequilibrio de
ligamiento aquellas variantes con un valor de r? 2 0.50 con respecto a la variante
con los valores mas altos de seleccion rs9833097 (Tabla 1). La busqueda de
variantes en alto LD se realizd en una region de 158 kb que abarca desde 1 kb antes
del inicio de la transcripcion del gen PPARG hasta 1 kb posterior a la ubicacion de
la altima variante del bloque de LD, que fue la variante rs13090265. La visualizacion
del haplotipo bajo seleccion se realiz6 con el software Haploview v4.2.
Posteriormente se compar6 la estructura del haplotipo bajo seleccion en la
poblacion indigena con el de las poblaciones de la fase tres del proyecto 1000
genomas (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015), siguiendo la misma

estrategia de analisis descrita anteriormente.

5.3 Anotacion funcional in silico de las variantes que componen el haplotipo

bajo seleccién en PPARG

Para evaluar el posible impacto funcional de las SNVs que componen el
haplotipo bajo seleccion se construydé un archivo en formato vcf (variant calling
format) a partir de los archivos en formato ped (PLINK/Haploview text pedigree +
genotype table) utilizando el software Plink v1.9. El archivo vcf se ingresé a la
plataforma web Variant Effect Predictor (VEP) (Yates et al., 2019) para determinar,
in sillico, las posibles consecuencias a nivel funcional de las variantes que

componen el haplotipo.

También se evaluo si las variantes del haplotipo bajo seleccion se encuentran dentro
de regiones importantes para la regulacion de PPARG. Para esto, se analizaron las

interacciones del promotor de este gen con otras regiones regulatorias alrededor de
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él y los resultados se compararon con la ubicacion de las variantes del haplotipo
bajo seleccion, utilizando la base de datos web Gene Expression Omnibus
(https:/lwww.ncbi.nim.nih.gov/geo/) para extraer los datos de captura del promotor
por HIiC (del inglés High-throughput chromosome conformation capture) de pre
adipocitos blancos diferenciados a adipocitos in vitro (GSM3004355). De los datos
procesados en esta base de datos, se obtuvieron las coordenadas de interaccion y
se convirtieron a formato INTERACT para su visualizacion en una grafica de
interacciones arco utilizando el UCSC genome browser
(http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgGateway?hgsid=1139515969 K2j87Q5nP7apBNa8yWOKAh39TpVV). Se
analizé una ventana de 500 kb en la cual las interacciones se compararon con los
picos de accesibilidad de la cromatina medidos por ATAC-seq, DNAsa I, marcas de
cromatina (H3K27ac, H3K4mel y H3K4me3) y los SNVs que integraron el haplotipo
bajo seleccion. Para los picos de accesibilidad se utilizaron datos procesados de
tejido adiposo humano (GSM3331037, http://cistrome.org/db/#/). Los datos de
DNAsa | corresponden a 125 tipos celulares mientras que las marcas de cromatina
a 7 lineas celulares, ambos grupos de datos del proyecto ENCODE. Finalmente, se
mapeo la posicion de los probables elementos regulatorios con los que puede
interactuar PPARG (GeneHancer, ENCODE) para comparar los resultados de las

interacciones arco y la posicion de las variantes del haplotipo bajo seleccion.

5.4 Determinacion del coeficiente de seleccion del haplotipo de PPARG

Para la determinaciéon del coeficiente de selecciéon (s) se utilizé el modelo
propuesto por Zhou et al. (2016) (Ec. 1). Este modelo utiliza la frecuencia alélica de
la variante bajo seleccion en la poblacién de interés (que en este estudio es la
poblacion indigena; Po), la frecuencia de la misma variante en una poblacion de
referencia (P1) y el tiempo aproximado en generaciones en que se estima que estas
dos poblaciones divergieron. Como poblaciones de referencia se utilizaron los datos
genomicos de tres poblaciones diferentes: la poblacion Tagar (n=8) y la poblacion

Koriak (n=11), ambas siberianas y fueron seleccionadas por encontrarse dentro de
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la posible ruta que el humano moderno tomo a su salida de Africa para llegar al
continente de América (Damgaard et al., 2018; Lazaridis et al., 2014; Raghavan
et al.,, 2015). La tercera poblacion fue la poblacion peruana de Lima (PEL) del
proyecto 1000 Genomas (n=85) (The 1000 Genomes Project Consortium, 2015),
que es una poblacién posterior al asentamiento de la poblacion indigena mexicana.
Para el célculo del tiempo de divergencia en generaciones de estas poblaciones con
la indigena mexicana se dividio el tiempo aproximado en afios en que divergieron
entre el tiempo que se estima que dura una generacion humana (29 afios) (Ewbank,
2016). El tiempo de divergencia entre las poblaciones siberianas y la americana que
se utilizé fue de 23 mil afios y para la poblacion peruana de 2,100 afios (Raghavan
et al., 2015; Harris et al., 2018).

s = exp(log(pi/po)/G) -1

Ecuacion 1.- Modelo simple para estimar el coeficiente de seleccion. s: Coeficiente de
seleccidn; pl: Poblacién de referencia; p0: Poblacién de interés; G: Tiempo de divergencia
de las dos poblaciones en generaciones. Tomado y adaptado de “Strong Selection at MHC
in Mexicans since Admixture” (p. 13), por Q. Zhou, et a., 2016, PLOS Genetics, 12(2).

5.5 Estimacion del tiempo de seleccion del haplotipo de PPARG

Para calcular el tiempo en que la variante de interés comenzo a incrementar
su frecuencia en la poblacion indigena, se utilizé el software starTMRCA v0.6-3
(Smith et al., 2018). Este software asume que las poblaciones comparten un mismo
ancestro en comun (genealogia de estrella) para determinar el tiempo al ancestro
comun mas reciente (TMRCA) en generaciones de una secuencia mediante
modelos de coalescencia. Para ello, el algoritmo de starTMRCA requiere de
poblaciones de referencia para estimar el TMRCA, por lo que se incluyeron 20
individuos homocigotos para el haplotipo de referencia, seleccionados
aleatoriamente de la poblacion Yoruba (YRI), BritAnica (GBR), Finlandesa (FIN) y
Han de China (CHB) del Proyecto 1000 genomas (5 de cada poblacion, n = 20) (The
1000 Genomes Project Consortium, 2015). Para cada una de las simulaciones, cada

corrida fue estandarizada tomando en cuenta los siguientes parametros: tasa de
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mutaciéon (u) = 1.2x10°8, tasa de recombinacion (R) = 1x10%, iteraciones (i) =
10,000, de acuerdo a lo propuesto previamente por S. Mathieson & Mathieson
(Mathieson & Mathieson, 2018). Debido a que starTMRCA entrena al modelo que
genera utilizando la informacién de la iteracion anterior (Método de Monte Carlo
basado en cadenas de Markov, MCMC por sus siglas en inglés) hasta lograr que
los valores de TMRCA sean reproducibles entre una iteracion y otra, de las 10,000
iteraciones totales se descartaron las primeras 6,000 que realiza el software, de
acuerdo con las recomendaciones de los mismo autores. El resultado final del
TMRCA para cada variante fue el promedio de las ultimas 4,000 iteraciones
(Mathieson & Mathieson, 2018). Por dltimo, para conocer el TMRCA en afios, el
resultado se multiplicé por el tiempo en afios de una generacion humana Tg = 29
(Ewbank, 2016). Para validar los resultados, el procedimiento se realiz6 10 veces
de manera independiente (bootstrapping) para cada una de las 4 variantes con
sefales de seleccion en el gen PPARG y se compararon los resultados a través de

una prueba ANOVA de un factor con la prueba post hoc HSD Tukey.

5.6 Seleccion de muestras de tejido adiposo

Se realiz6 una busqueda intencionada del haplotipo bajo seleccion
identificado en poblacion indigena en el genotipo previamente obtenido de 12
individuos mediante el microarreglo HumanHT-12 v4 BeadChip Illumina®. Se
analizaron a los portadores del haplotipo silvestre (homocigotos para el alelo no
seleccionado de las 4 variantes bajo seleccién) vs. portadores del haplotipo bajo
seleccién (heterocigotos para el alelo bajo selecciéon de las 4 variantes bajo
seleccién). Para ello, se identificaron a los homocigotos para el haplotipo silvestre
(HS; n = 3) y heterocitogotos (HE; n = 9) del haplotipo bajo seleccion y se
compararon sus parametros antropomeétricos, bioquimicos y de presion arterial para
descartar posibles variables de confusion en el analisis de expresion diferencial
(Tabla 2).

La comparacion de los niveles de expresion del tejido adiposo fue realizado

con el paquete Limma (Linear Models for Microarray and RNA-seq Data) de R. Para
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ello, se creé una matriz de contraste para realizar las comparaciones por parejas
entre los dos grupos utilizando un modelo linear ajustado y posteriormente obtener
una lista de transcritos diferencialmente expresados, tomando como criterio una
tasa de cambio (FC, por sus siglas en inglés) > |1| y un valor p < 0.05. Con la lista
obtenida, se realizaron andlisis de redes de interaccion en la plataforma de STRING
(https://string-db.org/). Como postprocesamiento de la red, se eliminaron los
transcritos que no mostraron interaccion con otros y aquellos que tenian un puntaje
de interaccién menor a 0.900. También se realizaron analisis de enriquecimiento de
vias utilizando la plataforma de Webgestalt (http://www.webgestalt.org/) y 3 bases
de datos funcionales diferentes (Gene Ontology (GO) — Procesos biolégicos, GO —
Funcion Molecular y Rutas KEGG) (Kanehisa et al., 2021; Mi et al., 2019; J. Wang
et al., 2017).
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Tabla 2 Caracteristicas bioquimicas y antropométricas de los 12 individuos mestizos
con obesidad morbida seleccionados para el analisis diferencial genémico.

Total HS HE
(n = 12) (n=3) (n=9) P
Edad (afios)®
M (IC95%)  39.0 (32.0 — 46.0) 41.3 (20.2 — 62.5) 38.2 (28.9 — 47.6) 1
DE 11.1 8.5 12.2

Me (RQ) 39.0 (36.0 — 46.75) 38.0(35.0-) 40.0 (36.0 — 46.5)
Glc (mg/dL)P
M (IC95%) 105.2 (81.0-129.4) 105.0(13.9-196.0) 105.2(73.9-136.6) 1
DE 38.1 36.66 40.8
Me (RQ) 92.5(84.5—107.25) 97.0 (73.0-) 88.0 (85.0 — 106.5)
CT (mg/dL)®
M (IC95%) 180.1 (152.7 —207.5) 211.3(52.5-370.2) 169.7 (144.8-194.6) 0.354
DE 43.1 64.0 324
Me (RQ) 174.5 (145.5 — 202.5) 179.0 (170.0-)  158.0 (141.5 — 195.0)
TG (mg/dL) 2
M (IC95%) 153.5(115.8-191.2) 168.7 (79.2-258.1) 147.9 (95.0-200.7) 0.519
DE 56.1 36.0 63.2
Me (RQ) 132.0 (104.0 — 204.0)* 170.0 (132.0-) 116.0 (104.0 — 215.8)
C-HDL (mg/dL) 2
M (IC95%)  43.7 (37.0 — 50.4) 47.8 (14.4 - 81.2) 42.4(34.7-50.1)  0.569
DE 10.6 13.4 10.0
Me (RQ) 41.4(36.8-50.1) 42.9 (37.5-) 39.9 (33.9 — 49.1)
C-LDL (mg/dL)®
M (IC95%) 113.02 (91.9-134.1) 135.7 (3.8-267.7) 105.4 (87.4—123.5) 0.482
DE 33.2 53.1 23.4
Me (RQ) 106.8 (86.6 — 125.0) 108.9 (1014 -) 104.6 (83.3 —120.8)
Ins (mg/dL) @
M (IC95%) 28.8 (20.99 — 36.6) 24.8 (16.8 — 32.8) 30.3(19.0-41.6) 0.309
DE 11.7 3.2 13.5
Me (RQ) 25.4(19.16 — 43.21)* 25.4(21.3-) 30.2 (16.9 — 44.1)
Hb1Ac (%)a
M (IC95%) 5.8(5.5-6.1) 55(3.0-7.9) 5.8(5.5-6.2) 0.240
DE 0.4 0.3 0.5
Me (RQ) 5.8 (5.37 — 6.19)* 55(5.3-)* 5.8(5.4-6.2)
TAsist (mmHg) @
M (IC95%) 124.4 (111.2-137.6) 127.7 (77.0-178.4) 123.3 (106.4 —140.2) 0.772
DE 20.8 20.4 22.0
Me (RQ) 126.5(110.0 — 138.0) 123.0 (110.0-) 130.0 (110.0 — 136.0)
TAdia (mmHg) 2
M (IC95%) 68.3 (64.2 —72.5) 70.0 (48.3-91.7) 60.0 (63.0-72.6) 0.713
DE 6.6 8.7 6.3
Me (RQ)  70.0 (60.5 — 73.5) 74.0 (60.0 —) 70.0 (61.0 — 71.0)
IMC (Kg/m?) 2
M (IC95%)  40.7 (37.4 —44.1) 40.8 (29.5-52.0) 40.7 (36.3-45.2)  0.987
DE 5.3 4.5 5.8
Me (RQ) 42.2(36.4—45.2) 40.3 (36.5-) 44.1 (35.3 -45.1)
Diabetes
n (%) 8 (66.66) 2 (66.66) 6 (66.66)

HS: Homocigotos para el haplotipo silvestre; HE: Heterocigotos para el haplotipo bajo seleccién; M: Media; DE: Desviacion
estandar; M.: Mediana; RQ: Rango intercuartilico GLC: Glucosa; CT: Colesterol Total; TG: Triglicéridos; C-HDL:Colesterol
HDL; C-LDL: Colesterol LDL; Ins: Insulina; TAsist: Tension Arterial Sistélica; TAdia: Tension Arterial Diastélica; IMC: indice
de Masa Corporal; 2 Prueba t de Studen; ®: Prueba U de Mann-Withney.
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VI. Resultados

6.1 Estructuray andlisis funcional in sillico de los haplotipos

El analisis de los patrones de LD en el gen PPARG utilizando a la variante
rs9833097 como referencia, mostré que el haplotipo bajo seleccion natural esta
compuesto por 35 variantes con un valor de r> 2 0.50 entre ellas (Fig. 7a). De este
conjunto de variantes, 32 se encontraron dentro del gen PPARG, desde el sitio de
inicio de la trascripcion hasta la secuencia de terminacion (12287368 — 12434344)
y 3 se encontraron rio abajo: rs9833097 (12437318), rs4684104 (12443350) y
rs13090265 (12443486). Al hacer la busqueda del haplotipo identificado en la
poblacion indigena en las poblaciones del proyecto 1000 Genomas (The 1000
Genomes Project Consortium, 2015), se observo que la estructura del haplotipo en
PPARG en estas poblaciones es diferente a la de la poblacién indigena mexicana
excepto para las poblaciones mestizas de América, sugiriendo que este haplotipo
puede ser especifico de poblacidnes con ascendencia Nativo-americana (Fig. 7;
Anexos 1-5).

El andlisis in silico para la anotacién funcional con la herramienta VEP de las
variantes que forman el haplotipo bajo seleccion evidencié que el 65.7% (n = 23) de
ellas tuvieron consecuencia de “Variante Intrénica”, el 28.6% (n = 10) consecuencia
de “Variante en region reguladora” y el 5.7% (n = 2) consecuencia de “Variante en
region Intergénica”. Dentro de las 10 variantes en region reguladora se encontré a
la variante rs9833097, identificada con los valores mas altos de seleccién (Garcia-
Ortiz etal.,, 2021). Las otras 9 variantes fueron: rs113256582, rs6802327,
rs73025259, rs6809832, rs28763893, rs67867721, rs4135294, rs13099634 y
rs13099828 (Tabla 3).
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Figura 7.- Estructura del Haplotipo bajo seleccion de PPARG en poblacién indigena
y poblaciones del proyecto 1000 Genomas. Variantes del gen PPARG en LD (r? 2 50)
con la variante rs9833097 identificadas en (a) poblacién indigena mexicana (n = 76), (b)
europea (lbéricos, Espafia), (c) africana (Yoruba, Nigeria), (d) asiatica del oriente (Han,
China), (e) asiatica del sur (Punjabi de Lahore, Pakistan), (f) americana (Ancestria Mexicana
de Los Angeles, Estados Unidos). El haplotipo se extiende desde la posicion 12304472
hasta 12443486 (GRCh38). El * sefiala a las variantes con sefiales de seleccién en el gen
PPARG (Tabla 1); En rojo se sefala la variante rs9833097.
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Tabla 3.- Consecuencia de las variantes del haplotipo bajo seleccién (n = 35).

Variantes IDs
(%)

.\/anan,te. 570 rs4684104 y rs13090265

intergénica

Consecuencia

rs17793693, rs57052381, rs60756305, rs3892175, rs66593699,
rs12497191, rs4135249, rs17817469, rs67901221, rs4135263,

Variante intrénica 65.7% rs142771488, rs4135284, rs7645903, rs6782475, rs6794024,
rs62243565, rs7634282, rs34241217, rs71325694, rs13099078,
rs4135298, rs7626560 y rs7650895

Variante en 28.6% rs113256582, rs6802327, rs73025259, rs6809832, rs28763893,
region reguladora ’ rs67867721, rs4135294, rs13099634, rs13099828 y rs9833097

Las variantes con sefiales de seleccion estan resaltadas en negritas

Este resultado sugiere que las variantes que integran el haplotipo bajo
seleccion en el gen PPARG, a pesar de no estar dentro de regiones codificantes del
gen, de alguna manera tienen un impacto en su funcionalidad. Por lo tanto,
realizamos un andlisis in silico de interaccion del promotor con regiones “enhancer”
para determinar si estas variantes se encuentran en regiones reguladoras del gen
PPARG. EIl analisis epigénetico utilizando datos de HiC de tejido adiposo y RNA-
seq de 7 lineas celulares del proyecto ENCODE (The ENCODE Project Consortium
et al., 2020) mostré, que, efectivamente, en regiones con marcas de enhancer
dentro del gen PPARG (H3K4me3 y H3K27ac) se encuentran las variantes
rs67867721, rs4135294, rs13099634 y rs13099828 que fueron anotadas en
regiones reguladoras por la plataforma VEP (Fig. 8). Ademas, la variante
rs9833097, se encontré dentro de una regién con marcas de regiébn promotora
(H3K4mel) (Fig. 8). Lo anterior sugiere que las variantes del haplotipo bajo
seleccion que se encuentran en regiones reguladoras de PPARG que, ademas
interactdan con el promotor, podrian causar modificaciones en la regulacion de la

expresion de este gen.
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Figura 8.- Interacciones Promotor-Enhancer del gen PPARG en datos de HiC de tejido
adiposo y RNA-seq de 7 lineas celulares del proyecto ENCODE. En la parte superior se
observa la posicion del gen PPARG. Las lineas de interacciones en arco muestran los sitios
con los que interactla el promotor de PPARG. Las lineas negras verticales representan la
posicion de las variantes del haplotipo bajo seleccion. Los picos en los datos de ATAC-seq
representan sitios de accesibilidad en la cromatina. Los cuadros grisesmuestras las areas
hipersensibles a la DNAsa. La obscuridad de cada cuadro es proporcional a la sefial mas
fuerte detectada en un tipo celular. Los elementos regulatorios GeneHancer se encuentra
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sefialados con cuadros. Los cuadros rojos representan regiones promotoras y los grises
regiones enhancers. La intensidad del color de cada cuadro indica su puntaje de confianza.
Los genes con los que interactlan estas regiones se encuentran debajo con un color
diferente para cada gen. Los cuadros en cada gen representan los sitios con los que
interactian. Los picos en las marcas H3K4me3, H3K4mel y H3K27ac representan sitios
de lecturas altas de estas marcas. Cada color representa a una de las 7 lineas celulares
que se utilizaron. Rojo: células GM12878; amarillo: células H1-hESC; verde: células HSMM,;
turquesa: células HUVEC; Azul: células k562; morado: células NHEK; rosa: células NHLF.
(a) Ventana de 500,000 bp (12,000,000 — 12,500,000 bp). (b) Ventana de 60,000 bp
(12,430,000 — 12,490,000 bp). *: Variante con el valor mas alto de seleccién en el gen
PPARG (rs9833097); circulos rojos indican a las variantes identificadas en regiones
regulatorias mediante el analisis funcional in silico con VEP.

6.2 Coeficiente de seleccidn

El s para el haplotipo bajo seleccion en PPARG se calcul6 utilizando como
proxi la frecuencia alélica observada de la variante rs6782475 que forma parte del
haplotipo identificado y que también mostré sefales de seleccién en el estudio
previo. Se utilizaron los datos genémicos de las poblaciones siberianas Tagar (n =
8) y Koriak (n =11) y la poblacion peruana (n = 30) como poblaciones de referencia.
La estimacion del s en cada una de esas poblaciones fue de: s = 0.0042 para la
comparacion de la poblaciéon Indigena mexicana vs Peruanos; s = 0.0032 para la
comparacion de la poblacion Indigena mexicana vs Koriak; s = 0.0008 para la
comparacion de la poblacion Indigena mexicana vs Tagar (Tabla 4). Dado que entre
menor sea el valor del coeficiente de seleccion mayor es el tiempo que tarda en
aumentar su frecuencia un alelo (Fig. 1), estos resultados sugieren que el proceso
de seleccion en las variantes del haplotipo de PPARG ocurrid hace un largo tiempo.
Para determinar de forma mas precisa lo anterior, se calcul6 el TMRCA entre la
secuencia ancestral o de referencia y la secuencia del haplotipo bajo seleccion.
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Tabla 4.- Coeficiente de seleccion de la variante rs9833097 calculado a partir de la
frecuencia alélica de la variante rs6782475 con la que se encuentra en desequilibrio
de ligamiento.

FAS
(rs6782475)

Indigenas 0.456
Peruanos 0.324 0.0042
Koriak 0.046 0.0032

Tagar 0.25 0.0008

FAS: Frecuencia del Alelo bajo Seleccion;
s: Coeficiente de Seleccion

6.3 Tiempo al ancestro comun mas reciente (TMRCA)

El TMRCA se calcul6 de forma independiente para las cuatro variantes con
sefiales de seleccion en el gen PPARG reportadas por Garcia-Ortiz, et al. (2021)
(Tabla 1) por medio de modelos de coalescencia implementados en el software
StartMRCA. Para cada variante se realizaron 10 analisis independientes
(bootstraping, ver métodos), en las que se calcularon 10,000 iteraciones en cada
simulacion (Mathieson & Mathieson, 2018). Como se puede observar en la Figura
9 que corresponde a los resultados obtenidos para la variante rs9833097, los
resultados de las primeras iteraciones no son reproducibles, por lo que, siguiendo
con lo implementado por Mathieson & Mathieson, se descartaron las primeras 6,000

iteraciones.
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Figura 9.- Tiempo al Ancestro Comun mas Reciente (TMRCA) en generaciones de los
modelos implementados con el software startMRCA. En el eje X se muestra el nimero
de iteraciones (n = 10,000) y en el eje Y el TMRCA en generaciones de la variante
rs9833097 inferido en cada iteracién. Cada punto representa el TMRCA calculado para
cada iteracion. La linea azul representa el ajuste de regresion local del TMRCA en
generaciones

El TMRCA estimado para cada una de las 4 variantes, fue la media de las
dltimas 4,000 iteraciones de cada andlisis implementado para cada variante,
obteniendo un TMRCA de 550.58 generaciones (IC 95% = 549.69 - 551.47)
equivalente a 15,966.82 afios (IC 95% = 15,941.01 — 15,992.63) para la variante
rs9833097, para la variante rs13090265 fue de 551.78 generaciones (IC 95% =
550.89 - 552.68) igual a 16,001.62 afios (IC 95% = 15,975.81 — 16,027.72), de la
variante rs6782475 fue de 492.60 generaciones (IC 95% = 491.77 - 493.44)
transformado en 14,285.40 afios (IC 95% = 14,261.33 — 14,309.76) y de la variante
rs7626560 fue de 484.97 generaciones (IC 95% = 484.21 - 485.73)
aproximadamente 14,064.13 afios (IC 95% = 14,042.09 — 14,086.17) (Fig. 10).
Estos resultados concuerdan con los valores pequefios de los coeficientes de
seleccién calculados anteriormente, sugiriendo que el proceso de seleccion natural

en PPARG ocurrié aproximadamente entre 14,000 — 16,000 afios atras.
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Figura 10.- Medias del TMRCA en generaciones de las variantes con valores altos de

seleccidén. BP: Antes del presente; SNV: Variante de un Solo Nucleétido

Al comparar la media de TMRCA obtenida de las 10 repeticiones para cada
una de las cuatro variantes se encontraron diferencias significativas entre el TMRCA
de la variante rs9833097 con el de la variante rs6782475 (p = 0.003) y rs7626560
(p > 0.0001) (Tabla 5). Lo anterior puede explicarse con base en los valores de LD
observados entre las cuatro variantes. Las variantes rs9833097 y rs13090265 que
no tuvieron diferencia significativa tuvieron mayores valores de LD (r2 = 97, p =
0.561), al igual que ocurre entre la variante rs6782475 y rs7626560 (r> = 97, p
=0.407). Sin embargo, en los TMRCA en los que existieron diferencias significativas,
se observo un menor LD entre las variantes utilizadas para la comparacion, como
es el caso de la variante rs9833097 con rs6782475 (r> = 60, p = 0.003) y con
rs7626560 (r> = 58, p > 0.0001) (Fig. 7). Esto sugiere que el proceso de seleccion
en PPARG para la poblacion indigena se dio de forma gradual a lo largo del
haplotipo y es consistente con el modelo de autostop génico, el cual pudo iniciar
desde hace casi 16 mil afios coincidente con la entrada del humano moderno a

Ameérica.
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Tabla 5.- Comparacion de las medias obtenidas por el bootstrapping (n=10) del
TMRCA de las 4 variantes con valores més altos de seleccion.

Variante rs13090265 rs6782475 rs7626560 rs9833097
media+ DE = 550.51 +19.96 506.23 £20.78 49257 +21.46 539.11 + 14.79
rs13090265 - > 0.0001* > 0.0001* 0.561
rs6782475 > 0.0001* - 0.407 0.003*
rs7626560 > 0.0001* 0.407 - > 0.0001*
rs9833097 0.561 0.003* > 0.0001* -

*: p<0.05 HSD Tukey; DE: Desviacion estandar

6.4 Analisis diferencial genémico

Con base en el andlisis de las interacciones del promotor del gen PPARG
con regiones enhancer alrededor de él, en el que observamos que algunas de estas
variantes se encuentran en regiones reguladoras tipo “enhancer’” o promotor que
interaccionan con el promotor de PPARG, podemos sugerir que el haplotipo bajo
seleccién puede estar modificando la expresion de este gen de forma diferencial
entre portadores del haplotipo bajo seleccién vs portadores del haplotipo silvestre o

de referencia.

Para comprobar lo anterior, se compararon los valores de los niveles de
expresion de este gen entre los individuos mestizos HS (n = 3) y los individuos
mestizos HE (n = 9). En un primer acercamiento, observamos una diferencia entre
los niveles de expresion de PPARG entre ambos grupos, en la que los HE muestran
niveles de expresion mas elevados de PPARG en comparacién con los individuos
HS, sin embargo, estas diferencias no son significativas (p = 0.145) (Fig. 11). Se
espera que al incluir datos de expresion de individuos homocigotos para el haplotipo
bajo seleccion en la comparacion se puedan observar diferencias significativa en
los resultados, por lo que es necesario hacer estudios posteriores para comprobar

0 rechazar esta hipotesis.

36



o
c ~N
© —_
(7)) 1 :
GSJ_ N _
o -
S -
]
© O o]
o) — — T
g = :
= |
n i
d ]
— | |
HS HE
Genotipos

Figura 11.- Niveles de expresion del gen PPARG entre portadores del haplotipo
silvestre en estado homocigoto (HS, n = 3) y heterocigotos que portan una copia del
haplotipo bajo seleccién (HE, n = 9). La prueba de U de Mann-Whitney no mostro
diferencias significativas entre ambos grupos (p = 0.145).

Posteriormente, se realizé un analisis diferencial gendmico, comparando los
niveles de expresion de 27,189 transcritos entre HS vs HE, utilizando como punto
de corte un FC > |1| y un valor de p < 0.05 para definir a un transcrito
diferencialmente expresado. Basado en lo anterior identificamos un total de 281
transcritos diferencialmente expresados entre HS y HE. El agrupamiento jerarquico
no supervisado de estos 281 transcritos arrojo 2 grupos, el primero compuesto por
los HS y el segundo por los HE, descartando la posibilidad de que este
agrupamiento fuera debido al fenotipo diabético o no diabético de las muestras
utilizadas en este analisis, ya que este fenotipo se distribuyé dentro de ambos
grupos. Lo anterior sugiere que la presencia del haplotipo bajo seleccion de PPARG
es capaz de generar una firma de expresion particular aiun en individuos

heterocigotos (Fig. 12).
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Figura 12.- Mapa de calor de los 281 transcritos diferencialmente expresados entre
HSy HE. Los colores de rojo a verde representan los niveles de expresion de los transcritos
diferencialmente expresados (n = 281 transcritos, FC > [1]|, p < 0.05) entre los individuos
homaocigotos silvestres (n = 3) y heterocigotos (n = 9). El dendograma representa el
agrupamiento jerarquico de acuerdo con el genotipo (eje X). Las filas representan a los 281
transcritos (eje Y). Las barras en rosado claro debajo del dendograma del eje X representan
a los individuos no diabéticos y las barras rosadas obscuras a los diabéticos.

Dentro del Top 20 de los transcritos que tuvieron los valores mas
significativos, el 55% se encontraron sub-expresados (Tabla 6). Ademas, mediante
una revision en la plataforma www.genecards.org (Belinky et al., 2015) de las rutas
y fenotipos a los que han sido asociados estos genes, se encontraron genes
relevantes para el metabolismo de lipidos, como LDLRAP1, NQO1, PPARA,
SPTY2D1 y BPNTZ2; el sistema inmunolégico, como ZSWIM4, KLHL5, SSPN,CIR1,
RNASEH2B y GOLGAS8K; la proliferacion celular, como ACTR1 y MAGEH1; y la
homeostasis de la glucosa, como GASK1B (Tabla 6). También se revisaron los
factores de transcripcion que se unen a sitios Enhancer/Promotor a los que han sido
asociados estos genes y se encontré que el 65% de ellos estan asociados a al

menos una region enhancer/promotor a la que se une PPARG como factor de
transcripcion (Tabla 6).
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Tabla 6.- Top 20 de los genes con los valores mas significativos (FC > |1], P < 0.05).

#Chr Gen Log(FC) p
19 ZSWIM4 1.30194563 2.05E-05
4 GASK1B -1.46992574 2.96E-05
22 SMDT1 1.13273855 0.00012767
4 KLHL5* -1.38679639  0.00019384
12 SSPN* -1.20580056  0.00029418
15 GOLGAS8SM 1.33333224  0.00041623
10 ACTR1A* -1.24508318 0.00048712
17 MYO1C* -1.2167031  0.00050327
2 TMEM150A* -1.06813147 0.00053403
1 LDLRAP1*  -1.03669443 0.00056223
19 SCAMP4* -1.36974657  0.00060043
16 NQO1* -1.50978323  0.00061032
2 CIR1* 1.08706977  0.00061793
22 PPARA* -1.09011837  0.00062705
11 SPTY2D1* 1.07702497  0.00067982
X MAGEH1 1.05933397 0.0007031
8 BPNT2* -1.12019847 0.00082561
13 RNASEH2B 1.3234016 0.00083616
16 FLYWCH2*  1.09026699  0.00098948
15 GOLGAS8K 1.42574002 0.0010065
*:Genes asociados a al menos una region

Promotor/Enhancer a la que se une PPARG

El analisis de red de interaccion génica entre los 281 transcritos significativos
revelo 9 redes de interaccion que involucran por lo menos a dos transcritos (Fig.
13). Dentro de estas no se observé algun patron en las funciones a las que se
asocian los transcritos que integraron las redes. Sin embargo, nuevamente

aparecieron transcritos relacionados al metabolismo de lipidos identificados dentro
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del Top 20, como LDLRAP1, NQO1 y PPARA; a la proliferacién celular, como
ACTRI1A; y al sistema inmunolégico, como KLHL5 (Fig. 13, Tabla 6).
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Figura 13.- Red de interacciones de los genes expresados diferencialmente de
manera significativa (n = 281 genes, FC > |1], p < 0.05) entre los individuos
homocigotos silvestres y heterocigotos. Se eliminaron los nodos sin conexion y con
puntaje de interaccién menor a 0.900

En los andlisis de enriquecimiento, tomando en consideracion el basado en
procesos biologicos, observamos que a pesar de no haber agrupamientos
significativos (FDR > 0.05, del inglés False Discovery Rate), uno de los procesos
biol6gicos esta relacionado a la proliferacion celular (regulacion positiva de la
actividad de la proteina ciclina cinasa dependiente de serina/treonina) y cuatro se
encuentran relacionados con el metabolismo de lipidos (regulacion negativa del
secuestro de triglicéridos, regulacion positiva del proceso catabdlico de los
triglicéridos, regulacion positiva del proceso catabdlico de los lipidos y proceso

metabdlico del colesterol; Fig. 14).
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B FDR < 0.03 FDR > 0.05

Regulacion negativa del secuestro de triglicéridos‘ PNPLA2, PPARA
Regulacion positiva del proceso catabdlico de triglicéridos‘ AADAC, PNPLA2
Regulacion positiva del proceso catabdlico de Hpidos‘ AADAC, PNPLA2, PPARA
Regulacion positiva de la serina/treonina proteina cinasa... | CCND2, MNAT1, RGCC
Procesos metabdlicos de la proteina precursora amiloidea ‘ APH1A, CLU, HAP1, LDLRAP1
Procesos metabdlicos del colesterol | CES1, DHCR7, HDLBP, LDLRAP1, SCD, VLDLR
Respuesta celular a estimulos xenob"étiws: AADAC, AKR1C1, CES1, EIFAEBP1, ERRFI1, GSTM1, NQO1
Procesos metabdlicos del alcohol "AKR1C1, CES1, DHCR7, DHDDS, HDLBP, IMPAD1, LDLRAP1, RDHS, SCD, VDLDR
Procesos metabdlicos de péptidos ~AEBp1, APH1A, ATXN2, CLU, CPE, CPXM2, EIF4EBP1, GSTM, GSTMS, HAP1, MRPS36, RPL12, RPS19, RPS26, RPS27A, TMA7

Procesos metabélicos de la amida celular  AgBp1, APH1A, ATXN2, CLU, CPE, CPXM2, EIF4EBP1, GSTM1, GSTMS, HAP1, MRPS36, MTHFDL, RPL12, RPS19, RPS26, RPS27A, SCD, SMPDL3A, TMA7

Tasa de en gquedwem:’ 1ID 1r5 ZrO 2‘5 3‘0 3‘5 4‘0 4‘5 5‘0 5‘5
Figura 14.- Andlisis de enriquecimiento de los procesos bioldgicos en los que
participan los genes expresados diferencialmente de manera significativa (n = 281
genes, FC > |1|, p < 0.05) entre los individuos HS y HE.

El segundo agrupamiento realizado con base en las funciones moleculares
descritas para cada gen, se observo el enriquecimiento de una funcion relacionada
nuevamente al metabolismo de lipidos (actividad de la lipasa de triglicéridos).
Ademas, en al menos la mitad de estas funciones tanto significativas (FDR < 0.05)
como no significativas (FDR > 0.05), estuvieron enriquecidas por genes
relacionados al metabolismo de los lipidos (FADS2, SCD, AEBP1, CPE, LDLRAP1,
HDLBP; Fig. 15).

W FDR £0.05 FDR > 0.05

.
Actividad oxidorreductasa, actuando sobre donadores pareados... ~ FAD2, SCD
Constituyente estructural de sinapsis | ACTN1, DNM3, PPFIA2
Actividad metalocarboxipeptidasa
Actividad de triglicérido lipasa ~ AADAC, CES1, PNPLA2
Actividad carboxipeptidasa ‘ AEBP1, CPE, CPXM2, PEPD
Unién al factor de crecimiento DUSP1, FGFBP2, HAP1, RSP19, SRPX2, TGFBR3
Actividad estructural de moléculas CTN1, AEBP1, COL1A2, CTNNA1, DES, DNM3, ELN, LDLRAP1, MAP4, MRPS36, NID1, PPFIA2,RPL12, RPS19, RPS26, RPS27A

Unién a proteinas citoesqueléticas ~ ACTN1, CCDC66, CLU, CTNNAL, DES, DNM3, EZR, FRG1, HAP1, KLHL5, MAP4, MID1, MYH1, MYO1C, PLEKHH2, RCC2, S100A9, TNS1

" ACTN1, AEBP1, BRKI, CIR1, CLU, CTNNAL, EZR, FRGL, HISTIHIC, HISTIHIE, LDLRAPL, LGALSS, MYH1, MYOLC, NID1, PPARA, SNRPB2,
TGFBR3, VLDLR
1, ATXN2, CCARL, CTNNAL, EZR, FLYWCH2, FRG1, GANAB, GNL3, HDLBP, HISTIH1C, HISTIH1E, HSPEL, LSM3, MAP4, NOVAL,
, NSRP1, OAS2, PDCD4, RCC2, RPL12, RPS19, RPS26, RPS27A, SNRPB2, TNSL, UTP4

Unién a complejos que contienen proteinas

Unién a RNA

f
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tasa de enriquecimiento

Figura 15.- Andlisis de enriquecimiento de las funciones moleculares en las que
participan los genes expresados diferencialmente de manera significativa entre los
individuos HS y HE (n = 281 genes, FC > |1|, p < 0.05).
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Por dltimo, se realizo el andlisis de enriquecimiento de rutas metabdlicas
utilizando la base de datos de Kegg. De nuevo se observo que al menos una de las
rutas enriquecidas estuvo relacionada al metabolismo de lipidos (biosintesis de
acidos grasos insaturados) aunque no de manera significativa (FDR > 0.05) (Fig.
16).

W EDR <005 FDR > 0.05

Biosintesis de ubiquinona y otras quinonas terpe“.‘ NQO1, VKORC1
Biosintesis de 4cidos grasos insaturados. FADS2, SCD
Finfeccién por E. coli patogérﬂca‘ ACTG1, EZR, OCLN
Metabolismo de g\utat'\én‘ GSTM1, GSTMS, PGD
Migracion transendotelial de Ieucocitos‘ ACTG1, ACTN1, CTNNA1, EZR, OCLN
Uniones adherentes‘ ACTG1, ACTN1, CTNNA1
Cardiomiopatia arritmogénica ventricular derecha‘ ACTG1, CTNNA1, DES
Esfuerzo cortante de fluidos y ateroesclerosis‘ ACTG1, DUSP1, GSTM1, GSTM5, NQO1
Carcinoma hepatocelular‘ ACTG1, GSTM1, GSTM5, NQO1, WNT2B
Unién estrecha‘ ACTG1, ACTN1, EZR, MYH1, OCLN
0 : : ; ; o ) n T % % P
Tasa de enriquecimiento

Figura 16.- Analisis de enriquecimiento de las rutas metabdlicas en las que participan
los genes expresados diferencialmente de manera significativa (n = 281 genes, FC >
|1], p < 0.05) entre los individuos HS y HE.
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VIl. Discusién

El estudio de la dindmica evolutiva permite generar mejores modelos de la
diversidad genética regional, lo cual es importante para el desarrollo y la aplicacién
de la medicina personalizada en las poblaciones (O’Connor, 2018). Analizar las
enfermedades desde el punto de vista de la evolucion, brinda una poderosa
referencia para analizar la interaccion que se da entre el genotipo que subyace a
una enfermedad y un ambiente especifico. Por ejemplo, algunas enfermedades
resultan de la interaccion entre las variantes genéticas de una poblacion especifica
con cambios rapidos y drasticos en el ambiente en el que se desarroll6 la poblacién.
Tal es el caso de la obesidad que, de acuerdo a la hipétesis del genotipo ahorrador,
podria ser el resultado de una mala interaccion entre las variantes que modifican la
actividad de los genes que subyacen a este padecimiento y los cambios drasticos
en sus estilos de vida, como un consumo cada vez mas elevado de alimentos altos
en calorias, mayor sedentarismo y menor cantidad de horas de suefio (Benton et al.,
2021).

En este proyecto se identifico la estructura y posible funcionalidad del haplotipo con
las variantes con sefiales de seleccion en el gen PPARG identificado en poblaciéon
indigena de México, el tiempo en que comenzd a incrementar su frecuencia y el
fenotipo al que podria asociarse dicho haplotipo. Con respecto a la estructura del
haplotipo bajo seleccidn, se identificaron un total de 34 variantes en alto LD con la
variante rs9833097 (Tabla 1). La comparacion de este haplotipo con el de
poblaciones africanas, europeas y asiaticas revel6 que su estructura es especifica
de la poblacion mexicana (Fig. 7, Anexo 1-5). Lo anterior también fue apoyado por
la similitud del haplotipo identificado en este proyecto con el de la poblacion

mexicanoamericana MXL del proyecto 1000 Genomas (Anexo 5a).

Mas aun, el andlisis in sillico en conjunto con el de las interacciones promotor-
enhancer en PPARG demostraron que 10 de los SNVs del haplotipo bajo seleccién
se encontraron en regiones reguladoras tipo enhancer/promotor que podrian ser
importantes para la regulacion transcripcional de este gen (Tabla 3, Fig. 8). En

apoyo a esta aseveracion, un estudio previo realizado en poblacién indigena Pima,
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demostré que variantes en la regién promotora de PPARG, podrian modificar la
expresion del gen y conllevar a consecuencias en las rutas reguladas por PPARG
(Muller et al., 2003). También se ha demostrado, mediante estudios en modelos
animales, que las variantes con sefiales de seleccion en regiones intronicas de un
gen pueden estar asociadas a cambios en la regulacion epigénetica de una amplia
region dentro de un locus llevando a cambios importantes en el fenotipo metabalico.
Tal fue el caso del locus 2g21.3 que abarca variantes con sefiales de seleccion en
genes como LCT y R3HDM1 identificadas en poblacion europea (L. Wang et al.,
2020). Ademas, estudios in vitro han evidenciado la importancia de la desmetilacion
del promotor de PPARG durante la adipogénesis para promover que el locus de
este gen sea accesible para factores de transcripcién que incluyen al mismo PPARG
(Fujiki et al., 2009; Wakabayashi et al., 2009). Por lo tanto, nuestros resultados
sugieren que la seleccion de las variantes en PPARG en poblaciones indigenas de
México condujo a la presencia de un haplotipo con estructura Unica en esta
poblacidn, la cual puede estar relacionada con la regulacion génica de PPARG y

probablemente de sus genes blanco.

La comparacién del coeficiente de seleccion del haplotipo en PPARG sugiere que
el proceso de seleccion observado en este gen fue mas débil (s = 0.0008 — 0.0042,
Tabla 4) que el de otros eventos similares reportados para poblaciones humanas,
como el de laregiéon LCT en poblaciones europeas, el del gen G6PD en poblaciones
africanas y en la region MHC en poblacién mexicana (s= 0.09-0.19, s=0.02-0.05 y
s= 0.05-0.07 respectivamente) (Zhou et al., 2016; Bersaglieri et al., 2004; Tishkoff,
2001).

Sin embargo, el tiempo que tarda una variante bajo seleccion en aumentar su
frecuencia alélica es inversamente proporcional a la intensidad del proceso de
seleccién bajo el cual ha estado, es decir, un mayor proceso de seleccion indica que
el tiempo en el cual se selecciond un locus es mas reciente al presente y viceversa
(Hamilton, 2009). Lo anterior puede ser ejemplificado con el caso de las variantes
en la region LCT en poblaciones europeas, las cuales se ha estimado que

comenzaron a incrementar su frecuencia aproximadamente 2,000 afios antes del

44



presente (BP) (s = 0.09 — 0.19), el gen de FADS1 que se selecciond
aproximadamente hace 4000 afios BP (s = 0.034 — 0.069) o el gen MHC en
mestizos mexicanos que se sugiere se seleccion6 hace 500 afios BP (s = 0.05 —
0.07) (Bersaglieri et al., 2004; Mathieson & Mathieson, 2018; Zhou et al., 2016).

Con base en estos ejemplos, el s obtenido para el gen PPARG en poblacion
indigena mexicana puede sugerir un evento de seleccion aun mas antiguo. En este
mismo sentido, nuestros resultados del TMRCA de PPARG en poblacion mexicana
sugieren que el evento de seleccion comenzo6 hace ~15,000 afios BP (Fig. 10), lo
cual concuerda con el bajo coeficiente de seleccidn que se observo. Notablemente,
el TMRCA calculado en este estudio coincide con el tiempo en que se estima que
el hombre moderno llegdé al continente americano (16,000 a 13,500 afios atras)
(Halligan et al., 2016; Fagundes et al., 2018; Llamas et al., 2016; Potter et al., 2018).
Ademas, estos afios marcan el término del dltimo periodo glacial maximo durante el
altimo milenio del pleistoceno tardio. Estudios previos, han sugerido que los
primeros pobladores de América se enfrentaron a condiciones poco favorables
previo a su llegada al continente como temperaturas invernales extremas, largos
recorridos a pie y poca disponibilidad de alimentos (Hoffecker et al., 2016). Nuestros
resultados en el TMRCA, junto a la informacion anterior, indican que estas
condiciones adversas posiblemente actuaron como presiones selectivas sobre el
haplotipo identificado bajo seleccion en poblacion indigena mexicana. En este
punto, cabe destacar que el gen PPARG tiene un papel importante en la regulacién
génica de la adipogénesis, la respuesta corporal a la insulina y la homeostasis de
los lipidos y la glucosa (Janani & Ranjitha Kumari, 2015). Por lo que el haplotipo
bajo seleccién en PPARG pudo haber contribuido de alguna manera a un manejo
mas eficaz de la energia en el organismo de los primeros pobladores americanos,
lo que les otorg6 a los portadores del haplotipo mayores probabilidades de sobrevivir

a dicho evento de migracion.

Dada la funcion crucial de PPARG en la regulacion génica de distintas rutas
metabdlicas energéticas, nos dimos a la tarea de investigar una posible firma de

selecciéon mediante un andlisis de expresion diferencial en la busqueda de firmas de
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expresion entre los individuos que portan estas variantes y los que no. En un primer
acercamiento observamos que los niveles de expresion del gen PPARG no
muestran diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de los HE y los
HS. Sin embargo, los HE muestran niveles mayores de expresion de PPARG (Fig.
11). Esta ausencia de significancia puede ser consecuencia de varios factores, entre
ellos el tamafio de muestra utilizado para las comparaciones, ya que solo se
incluyeron 3 homocigotos silvestres y 9 individuos heterocigotos, lo cual sugiere que
nuestra muestra no tiene el suficiente poder estadistico (Krzywinski & Altman, 2013).
Otro factor, es la limitacién para acceder a individuos homocigotos para el haplotipo
bajo seleccion en PPARG. Por lo tanto, esperamos que al aumentar el nUmero de
individuos homocigotos silvestres e incluir individuos homocigotos para el haplotipo
bajo seleccion, se logre observar un aumento significativo en los niveles de
expresion entre los diferentes grupos. Sin embargo, estos resultados preliminares,
apuntan a que las variantes de PPARG bajo seleccion tienden a aumentar los
niveles de expresion de PPARG, lo cual puede ser explicado por el hecho de que
10 de las variantes que componen este haplotipo se encuentran distribuidas en
regiones tipo enhancer/promotor (Fig. 8). Sin embargo, se necesitan estudios
adicionales para dilucidar el papel que juegan estas variantes sobre la expresion de
PPARG.

Adicionalmente, al analizar el estado transcripcional global entre HE y HS, se
encontraron 281 genes diferencialmente expresados entre ambos grupos. De forma
interesante, dentro de estos genes, se encuentran algunos genes subexpresados
(LDLRAP1, NQO1, PPARA y BPNT2) y sobreexpresados (SPTY2D1) en el grupo
portador del haplotipo bajo seleccion que se han asociado a alguna caracteristica
del metabolismo de lipidos (Tabla 6). Respecto a los genes subexpresados, se ha
identificado que en el gen NQO1 existen variantes asociadas a fenotipos como un
aumento de los niveles de triglicéridos en sangre y en el gen LDLRAP1 variantes
asociadas a una disminucion de colesterol total y colesterol LDL (Buniello et al.,
2019). Ademas, el gen PPARA es un gen que suele expresarse mas en el tejido
adiposo marrén que en el tejido adiposo blanco que es donde tiene mayor expresion

PPARG (Saely et al., 2012). Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que los
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portadores del haplotipo bajo seleccion podrian tener una actividad metabdlica mas
eficiente para el almacenamiento de lipidos y adipogénesis dirigida a la produccion
de tejido adiposo blanco. Ambas caracteristicas podrian estar derivando en un
fenotipo con mejor manejo de energia. Lo anterior es apoyado por nuestros
resultados del analisis de enriquecimiento de procesos biolégicos, funciones
moleculares y rutas metabdlicas de los 281 genes expresados diferencialmente, en
donde se agruparon distintos genes relacionados al metabolismo de lipidos (Fig.
14-16). Lo cual tiene sentido si tomamos en cuenta que las variantes bajo seleccion
podrian estar causando modificaciones en la regulacion de la expresion de un gen
gue a su vez regula rutas metabdlicas importantes para el mantenimiento de la

homeostasis de lipidos.
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VIll. Conclusiones

e Las variantes que se encuentran bajo seleccidon positiva en el gen PPARG
parecen no ejercer un efecto directo sobre la secuencia o estructura de la
proteina que codifican, mas bien sugieren que estan participando en la
regulacion a nivel de expresion, sin embargo, se requieren de mas estudios

para comprobarlo.

e Nuestras inferencias acerca del TMRCA para el gen PPARG, sugieren que
el haplotipo bajo seleccion comenzo a incrementar su frecuencia durante el

poblamiento inicial de América.

e Los datos sugieren que los portadores del haplotipo bajo seleccion en
PPARG muestran una firma de expresion particular en tejido adiposo

subcutaneo en vias relacionadas con el metabolismo de los lipidos.

e EIl haplotipo bajo seleccion pudo representar una ventaja que favorecié la
migracion de los primeros pobladores al continente americano al participar

en un manejo eficaz de la energia en el organismo.

e Hasta donde es de nuestro conocimiento, este trabajo representa la primera
evidencia de como haplotipos bajo seleccién natural en PPARG en poblacion
indigena mexicana influyen sobre la aparicion de una firma de expresion

especifica, relacionada al metabolismo y biogénesis de las grasas.
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X. Anexos

10.1 Gréficas de desequilibro de ligamiento en el gen PPARG en las
poblaciones de la fase 3 del proyecto de los 1000 genomas
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Anexo 1 Poblaciones europeas del proyecto 1000 Genomas. Desequilibrio de
ligamiento de las variantes que componen el haplotipo bajo seleccion identificado en
poblacién indigena en poblaciones europeas derivadas del proyecto 1000 genomas. (a)
Residentes de Utah con Ancestria del Norte y del Oeste de Europa (CEU), (b) Toscani,
Italia (TS]I), (c) Finlandeses, Finlandia (FIN), (d) britanicos, Inglaterra 'y Escocia (GBR) y (e)
Ibéricos, Espafa (IBS)
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Anexo 2 Poblaciones africanas del proyecto 1000 Genomas. Desequilibrio de ligamiento
de las variantes que componen el haplotipo bajo seleccion identificado en poblacion
indigena en poblaciones africanas derivadas del proyecto 1000 genomas. (a) Yoruba,
Nigeria (YRI), (b) Luhya, Kenia (LWK), (c) Gambianos en Divisiones del Oeste Gambia
(GWD), (d) Mende, Sierra Leona (MSL), (e) Esan, Nigeria (ESN), (f) Americanos de
Ancestria Africana, Sureste de Estados Unidos (ASW) y (g) Africanos Caribefios, Barbados
(ACB)

Anexo 3 Poblaciones asiaticas del oriente del proyecto 1000 Genomas. Desequilibrio
de ligamiento de las variantes que componen el haplotipo bajo seleccion identificado en
poblacién indigena en poblaciones de Asia Oriental derivadas del proyecto 1000 genomas.
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(a) Han, China (CHB), (b) Japoneses, Jap6n (JPT), (c) Han del Sur, China (CHS), (d) Dai,
China (CDX) y (e) Kihn de la Ciudad Ho Chi Minh, Vietham (KHV)
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Anexo 4 Poblaciones de asidticas del sur del proyecto 1000 Genomas. Desequilibrio
de ligamiento de las variantes que componen el haplotipo bajo seleccion identificado en
poblacion indigena en poblaciones asiaticas del sur derivadas del proyecto 1000 genomas;
(a) Indios Guijarati de Houston, Texas (GIH), (b) Punjabi de Lahore, Pakistan (PJL), (c)
Bengali, Bangladesh (BEB) (d) Sri Lankan Tamil del Reino Unido (STU) y (e) Indios Telugu
del Reino Unido (ITU)
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Anexo 5 Poblaciones americanas del proyecto 1000 Genomas. Desequilibrio de
ligamiento de las variantes que componen el haplotipo bajo seleccién identificado en
poblacién indigena en poblaciones americanas derivadas del proyecto 1000 genomas. (a)
Ancestria Mexicana de Los Angeles, Estados Unidos (MXL) (b) Puertorriquefios, Puerto
Rico (PUR), (c) Colombianos de Medellin, Colombia (CLM) y (d) Peruanos de Lima, Peru
(PEL)
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