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1. RESUMEN

Introduccion: EIl sobrepeso y la obesidad son problemas de salud pdblica mundial. La
obesidad trae consigo complicaciones que disminuyen la calidad de vida del individuo.
Entre las complicaciones més importantes estan la hipertension, diabetes mellitus,
dislipidemias, problemas cardiovasculares y cancer. La obesidad es una enfermedad
multigénica, en la que para que se produzca intervienen multiples variantes alélicas de
genes. En este contexto, existe evidencia de que distintos polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) se han asociado con indices de masa corporal (IMC) mas altos. CEBPa. es
un factor de transcripcion que interviene en la homeostasis energética debido a que tiene
genes blanco importantes para la regulacion energética como son el gen de la adiponectina,
leptina y gen FTO. Objetivo: Identificar nuevos SNPs en el dominio de unién al ADN del
gen que codifica a CEBPa en voluntarios de 18 a 25 afios con sobrepeso y obesidad
residentes del estado de Morelos. Métodos: Se incluyeron muestras de sangre de 31
voluntarios recolectados tanto del banco de sangre del hospital ISSSTE de Cuautla como de
estudiantes de la Facultad de Medicina de la UAEM. EI ADN de las muestras se obtuvo por
medio del método fenol-cloroformo para ser amplificado posteriormente por PCR punto
final. Para la amplificacion se disefiaron 3 pares de oligonucle6tidos que abarca el sitio de
union al ADN del gen CEBPa. Para realizar la PCR se utilizd el kit comercial Pwo
SuperYield DNA Polymerase, dNTPack de Roche. Los productos de PCR fueron
posteriormente purificados, secuenciados por el método de Sanger y analizadas con los
programas CLC viewer 8 y Sequence Scanner v.2 para la identificacion de SNP. Se realiz6
un analisis estadistico de tipo descriptivo de los parametros de edad e IMC utilizando Excel
360. Resultados: EI 58% de la poblacion de estudio fueron mujeres y 42% hombres, la
media de edad fue 20.2 (DE+1.8) afios, la media de IMC 28.7 (DE+3.0) kg/m?. Se
encontraron 14 SNP en el sitio de unién al ADN del gen CEBPa de los cuales 9 no han sido
reportados. La frecuencia de los SNP se encontr6 en un rango de 3.22 a 19.35%. EI SNP de
mayor frecuencia (19.35%) fue el G5907T. Segun la prediccion de dafio en el sitio de union
al ADN de CEBPa hay 4 SNP sinonimos y 5 SNP que posiblemente son dafinos
Conclusién: Se encontraron 14 nuevos SNP en el sitio de union al ADN de CEBPa de

voluntarios jovenes con sobrepeso y obesidad que residen en el estado de Morelos.
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2. INTRODUCCION

El sobrepeso y la obesidad son problemas de salud publica mundial. Cada dia hay més
obesos en el mundo y se estima que las cifras seguiran en aumento. La obesidad trae
consigo complicaciones que hacen que la calidad de vida del individuo se vea deteriorada;
entre las complicaciones importantes estdn el aumento de la presion arterial, diabetes
mellitus, dislipidemias, problemas cardiovasculares y cancer.

La obesidad es una enfermedad multifactorial, en la que se suman los factores sociales,
psicolégicos y genéticos.? Es una enfermedad multigénica, en la que intervienen maltiples
variantes alélicas de genes para que se produzca; se han acumulado evidencias de que
distintos polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) han presentado asociacion con indices
de masa corporal mas altos. *

CEBPa (CCAAT proteina de union al potenciador alfa) es un factor de transcripcion
que interviene en la diferenciacion del adipocito, ademas de ser un factor de transcripcién
importante que regula la expresion de la adiponectina?, leptina® y el gen asociado a la
obesidad (FTO)®, por lo que se considera un buen gen candidato para estudiar
polimorfismos de un solo nucle6tido. Ademas, no se han hecho estudios en mexicanos para

conocer si existen SNPs que puedan estar relacionados al sobrepeso u obesidad.
2.1 Aspectos clinicos
2.1.1 Definicién de sobrepeso y obesidad

El sobrepeso y la obesidad son trastornos nutricionales que se deben a un
desequilibrio entre la ingesta de alimentos y el gasto energético.” La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) la define como una acumulacion anormal o excesiva de tejido adiposo
que es perjudicial para la salud & y la Norma Oficial Mexicana 008, que tiene como objetivo
el tratamiento integral del sobrepeso y la obesidad, define a la obesidad como la
enfermedad caracterizada por el exceso de tejido adiposo en el organismo, y al sobrepeso
como la condicion de aumento de masa corporal a expensas de la acumulacién excesiva de

grasa que supone un riesgo para la obesidad. °
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2.1.2 Clasificacion de sobrepeso y obesidad

El sobrepeso y la obesidad se pueden clasificar con base en el IMC indicador que
relaciona el peso corporal con la talla. En la tabla 1 se muestra la relacion entre el estado

nutricional y el IMC.

Tabla 1. Valores de IMC con respecto al estado nutricional segin la OMS

IMC (kg/m?) ESTADO NUTRICIONAL
Por debajo de 18.5 Bajo peso
18.5-24.9 Peso normal
25.0-29.9 Pre-obesidad (sobrepeso)
30.0-34.9 Obesidad tipo |
35.0-39.9 Obesidad tipo 1l
Por encima de 40 Obesidad tipo 111

Segln la OMS, el diagndstico de sobrepeso se establece cuando una persona tiene un
IMC de 25 a 29.9 kg/m?, mientras que la obesidad se clasifica en tres tipos, el tipo I, que se
define cuando se tiene un IMC de 30 a 34.9 kg/m?; obesidad tipo Il cuando el individuo
presenta un IMC de 35 a 39.9 kg/m? y obesidad tipo 11, cuando el individuo presenta un

IMC igual 0 mayor de 40 kg/m?, a la cual también se le conoce como obesidad moérbida. *°
2.1.3. Complicaciones del sobrepeso y la obesidad

Existen multiples complicaciones del sobrepeso y la obesidad. Algunas de estas se
describen a continuacion. Por ejemplo, hay mdaltiples estudios que determinan que el
sobrepeso y la obesidad son el principal factor predictivo para desarrollar diabetes mellitus
tipo 2. 1

La hipertension arterial es otra complicacion importante del sobrepeso y la
obesidad, se han realizado estudios en donde se asocié positivamente el IMC con la
hipertension,! y se ha descrito que tiene una relacion casi lineal con los valores de presion

arterial. 11
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Las dislipidemias son otra de las complicaciones del sobrepeso y de la obesidad,
incluyen la reduccion de la lipoproteina de alta densidad (HDL)!}? y el aumento de
colesterol y triacilglicéridos. 11!

El sobrepeso y la obesidad también pueden traer trastornos ventilatorios como la
apnea obstructiva del suefio, lo que puede ser por efecto de compresion directa del tejido
graso en la via aérea. El asma también puede ser otra patologia que se agrava por esta
condicion ya que se puede presentar mayor prevalencia de asma en personas obesas; 75%
de las personas que tienen emergencias asmaticas son obesas 0 con sobrepeso. *

La obesidad y la resistencia a la insulina también se han asociado con enfermedades
que afectan la reproduccion como el sindrome de ovario poliquistico caracterizado por
anovulacion e hiperandrogenismo®!; también pueden ocurrir complicaciones durante el
embarazo y el parto como diabetes gestacional, macrosomia y distocias.> En hombres, la
obesidad se ha asociado con infertilidad al reducir el nimero de espermas y su movilidad,
ademas de aumentar la tasa de disfuncion eréctil.

También existen evidencias de que la obesidad se asocia a distintos tipos de cancer

como el de esofago, Utero, glandula mamaria, rifion, vesicula biliar, colon y tiroides.*
2.1.4. Riesgo cardiovascular

Existe una gran evidencia de que hay un riesgo importante de padecer enfermedad
arterial coronaria en la obesidad (CAD) en pacientes obesos. Ademas, en un estudio se
observo, que el riesgo de desarrollar insuficiencia cardiaca llega a ser el doble en el grupo
de personas obesas con respecto a las que no tienen obesidad.* También, existen evidencias
que muestran un incremento en el riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular
hemorréagico o isquémico en pacientes masculinos que presentan obesidad. En mujeres se
ha visto una relacion positiva con el accidente cerebrovascular isquémico. cerebrovascular
hemorragico o isquémico en pacientes masculinos que presentan obesidad. En mujeres se

ha visto una relacion con el accidente cerebrovascular isquémico.
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2.2 Epidemiologia
2.2.1 Sobrepeso y obesidad en el mundo

El sobrepeso y la obesidad son un problema de salud publica en el mundo, de
acuerdo con el reporte mas reciente de la OMS se ha triplicado desde 1975 al 2016, afio en

que mas de 1900 millones de adultos padecian sobrepeso y 650 millones eran obesos.®

En el afio 2017, la mayor prevalencia de sobrepeso y obesidad fue en el continente
americano con 63.4% y 29.0 % respectivamente; en segundo lugar, se ubicé Europa con
62.3% de sobrepeso y 25.3% de obesidad.® La region con menor prevalencia fue Asia con

cifras respectivas de 21.5% y 4.6%. &
2.2.2. Sobrepeso y obesidad en México

En la actualidad, México ocupa el segundo lugar en sobrepeso y obesidad en el
mundo. Segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2018, la
prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos mayores de 20 afios fue de 39.5% y de

35.3%, respectivamente.'®

En la ENSANUT 2018, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en mujeres mayores
de 20 afios fue de 76.8% mientras que en hombres fue de 73.0%3. La prevalencia de
obesidad fue mayor en mujeres 40.2% vs 30.5% en hombres.'® y sobrepeso mayor en
hombres 42.5% vs 36.6% de mujeres. En mujeres desde el afio 1998 al 2018 la prevalencia
de sobrepeso y obesidad increment6 de 34.8% a 74.8%.

2.2.3. Sobrepeso y obesidad en Morelos y el centro del pais

Datos disponibles para el estado de Morelos se encuentran en la ENSANUT 2012,
donde se menciona que el sobrepeso en adultos mayores de 20 afios tuvo una prevalencia
de 39.1% en hombres y 40.3% en mujeres; para obesidad, las prevalencias fueron 27.4% en
hombres y en mujeres 32.6%.*

Segun la ENSANUT 2018, en el centro del pais que incluye los estados de: Puebla,
Estado de México, Hidalgo, Morelos, Querétaro y Tlaxcala, la prevalencia de sobrepeso y
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obesidad en adultos mayores de 20 afios fue de 40.5% y de obesidad de 33%

respectivamente. 1
2.3. Fisiopatologia de la obesidad.

El almacenamiento de grasa fue necesario para la supervivencia en estados de
inanicion, particularmente al inicio de nuestro proceso evolutivo. En la actualidad existe
abundancia de alimentos y no es necesario el consumo de energia para conseguirlos (cazar
0 busqueda de alimentos), y no se requiere un almacenamiento de energia, ademas se
ingieren mas calorias de las que se necesitan, lo que genera una condicion muy favorable

para un almacenamiento excesivo de lipidos en el tejido adiposo, lo que provoca obesidad.
15

La principal forma de almacenamiento energético se genera por los triacilgliceroles
que se depositan en el tejido adiposo.'® El almacenamiento de los triacilgliceroles en los
adipocitos protege contra la toxicidad de los &cidos grasos, debido a que su exceso puede
favorecer su deposito en la vasculatura, donde se produce estrés oxidativo y migracion de
macrdfagos; cuando existe un almacenamiento excesivo de acidos grasos conduce a la
liberacion de estos, lo que provoca lipotoxicidad y estrés oxidativo en las mitocondrias v el
reticulo endoplasmico. Cuando los acidos grasos almacenados en el adipocito son liberados
inhiben la lipogénesis, lo que impide la incorporacion de los triacilgliceroles al tejido
adiposo y conduce a hipertrigliceridemia.

Los adipocitos son células especializadas en almacenar los acidos grasos en forma
de triacilglicéridos y funcionan ademéas como células enddcrinas debido a que regulan
varios procesos metabdlicos y fisioldgicos.!” Secretan varias adipocinas que desempefan
diversas funciones a través de la activacion de varias vias metabolicas. Estas adipocinas
pueden atravesar la barrera hematoencefalica para llegar a zonas especificas del encéfalo en
donde pueden ejercer su actividad de generar la sefial de saciedad, tal es el caso de la
leptina. Estas adipocinas también desempefian un papel importante en el metabolismo
energético, comunican el estado nutricional, el gasto energético y la sensibilidad a la
insulina. 8

Los adipocitos secretan citocinas anti y proinflamatorias y algunas adipocinas que
estan involucradas en el metabolismo de los carbohidratos y el balance energético, como la
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leptina, la adiponectina, resistina y visfatina, asi como interleucina 4 (IL-4), interleucina 6
(IL-6), interferén y y el factor de necrosis tumoral-o (TNF- a). & Las citoquinas
proinflamatorias se han implicado en la fisiopatologia de las enfermedades metabdlicas
como las dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2 y la enfermedad cardiovascular. *°

Hay varios mecanismos de regulacion endécrinos involucrados en la obesidad, el
primero en ser descrito se relaciona con el gen de la leptina, el cual se descubrié en 1994,
La leptina es una hormona que produce saciedad y es producida por los adipocitos. Los
niveles de leptina circulantes estdn relacionados con el tamafio del tejido adiposo y
comunican el estado del almacenamiento energético al cerebro. ElI ayuno disminuye los
niveles de Leptina y cuando se ingieren alimentos o se tiene sobrepeso u obesidad los
niveles de leptina aumentan. 2

Debido a que regula el peso corporal, cuando la leptina no se sintetiza de una forma
adecuada se pierde la homeostasis energética y conduce a obesidad.?! Actualmente se han
acumulado evidencias de que la resistencia a la leptina es una condicion vinculada con el
desarrollo de obesidad que conduce a un estado de hiperleptinemia?* La ausencia de
respuesta a la leptina genera diversos problemas como la regulacion de la ingesta de
alimentos, del metabolismo y resistencia a la insulina. Adn no se conocen claramente los
mecanismos de la resistencia a la leptina, pero se sugiere que se debe a que la leptina no
llega a sus objetivos neuronales o a que se inhibe la via de sefalizacién dentro de las
neuronas especificas ya sea por la regulacién negativa del receptor de leptina o de las

proteinas de sefializacion intracelulares. 23

La leptina puede aumentar la lip6lisis y la oxidacion de &cidos grasos y asi
disminuir la lipogénesis para reducir el tamafio de los adipocitos. Ademas, puede inhibir la
proliferacion y diferenciacién de los preadipocitos. Cuando existen concentraciones bajas
de leptina aumenta la proliferacion de preadipocitos, sin embargo, en concentraciones mas
altas se inhibe la proliferacion vascular tanto de preadipocitos como de estroma.?* Por otra
parte, la insulina aumenta la proliferacion y diferenciacion de preadipocitos. Existen vias de
sefializacion que se comparten entre la leptina y la insulina como la via de las proteinas
cinasas activadas por mitdgenos (MAPK), Transductor de sefial y activador de

transcripcion 1 (STAT1) y Transductor de sefial y activador de transcripcion 3 (STAT3),
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asi la leptina al estar en concentraciones altas en el organismo activa estas vias e interfiere

con la via de sefializacion de la insulina, causando resistencia. %*
2.3.1 Tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco tiene como funcion el almacenamiento de energia en forma
de triacilgliceroles. Este tipo de tejido se distribuye en todo el organismo, y existen dos
tipos representativos; el visceral y el subcutaneo. El primero se distribuye alrededor de los
organos y el subcutaneo se encuentra debajo de la piel. Este tejido se caracteriza por ser de
color amarillento y posee gotas grandes de lipidos.?. El tejido adiposo blanco deriva del
mesodermo, sus células poseen un grupo de diferenciacion 24 (CD24) y receptores
activados por proliferadores de peroxisoma gamma (PPARy)® Los factores de
transcripcion como la proteina 1 que interactia con el receptor nuclear (RIP140) y el
coactivador de receptor nuclear 2 (TIF2) son responsables de la adipogénesis blanca. 2 Su
adipogénesis se genera por una cascada transcripcional que involucra varios factores de
transcripcion como CEBPa, PPARY, Proteina morfogenética de hueso 2 (BMP2) y Proteina
morfogenética de hueso 4 (BMP4).28

2.3.2 Tejido adiposo marrén

El tejido adiposo marron es el encargado de la homeostasis de la temperatura
corporal. Este tejido tiene un nivel mayor de mitocondrias que contienen hierro, lo que les
proporciona una coloracion rojo pardusco y por eso este tejido tiene un color marron. El
proceso termogénico es activado por la proteina desaclopladora-1 (UCP1), que causa una
fuga de protones a través de la membrana interna de la mitocondria, por lo que asi se
aprovecha el gradiente electroquimico para generar calor. Es un tejido ampliamente
vascularizado e inervado?® que se distribuye preferentemente en la zona interescapular,

perirrenal, y axilar.?®

Los precursores de los adipocitos marrones son células mesenquimales factor
miogénico 5 positivas (MYF5+) (Figura 1). La maduracién de los preadipocitos marrones a
los adipocitos marrones se da mediante la proteina morfogenética de hueso 7 (BMP7) y la

miostatina®® ademas que la proteina de dedo de zinc de dominio PR16 (PRDM16)
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promueve la adipogénesis marrén.?’ PRDM16 forma un complejo transcripcional con la
proteina CCAAT de union al potenciador beta (CEBP) este induce la expresion de PPARy
y estimula la diferenciacion de adipocitos marrones.?® Estos dos factores de transcripcion
operan como factores criticos en el destino de tejido adiposo marrén del linaje miogénico;
asi que el factor miogénico 5 positivo (MYF5+) y el complejo PRDM16-CEBP f inducen
la expresion de PPARy y el coactivador de receptor gamma activado por proliferador de
peroxisoma 1 alfa (PGC-1a) lo que lleva a la diferenciacion de los adipocitos marrones. 2
PGC-1a es importante para el tejido adiposo marron debido a que coopera con
PPARy y receptores activados por proliferadores de peroxisoma alfa (PPARa), que regulan
el metabolismo oxidativo y la biogénesis mitocondrial. También CEBPf es importante
debido a que es clave para la expresion de UCP1 ademas del proceso de termogénesis en el

tejido adiposo marron.?
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Figura 1. Diferenciacion de los adipocitos blancos, marrones y beige. Los adipocitos provienen de un precursor
mesenquimal. Los adipocitos blancos necesitan de BMP2 y BMP4 para transformarse en preadipocitos
blancos, que requiere a CEBPa, CEBPB y PPARYy para llegar a ser un adipocito blanco maduro. La formacion
del tejido adiposo beige puede ser por la exposicion de los adipocitos blancos a la exposicidn cronica al frio o
bien exposiciéon a un agonista B-adrenérgico (B3), un agonista de PPAR, FGF21, irisina o al péptido
natriurético. Los precursores Myf5+ se inducen a adipocitos marrén por exposicién a BMP7 y PRDM16 y
posteriormente a PPARy, CEBPp, y PGC-1a. Modificado de Park, 2014.

28



2.3.3. Tejido adiposo beige

El tejido adiposo beige, tiene caracteristicas de los adipocitos marrones y de los
blancos. Sus adipocitos tienen una morfologia con vesiculas lipidicas uniloculares y
presentan patrones de expresion génica similares a los adipocitos blancos, pero cuando se
estimulan con el frio se expresa la proteina UCP1. Los procesos de pardeamiento son
reversibles, es decir que pueden regresar a ser adipocitos blancos con un patron de
expresion reducido de los genes presentes en los adipocitos color marrén.?

Las células adiposas beige estdn presentes mayoritariamente dentro del tejido
adiposo blanco subcutaneo. Los adipocitos beige provienen de adipocitos blancos.? El
factor temprano 2 de células B (EBF2) se expresa en un subconjunto de células precursoras
de tejido adiposo blanco. Cuando se expone al frio se aumenta su expresion y promueve la
diferenciacion a adipocitos beige. Al igual que EBF2, PRDM16, Proteina de dedos de zinc
516 (ZFP516) y PGC1la promueven la adipogénesis beige.*

2.4. Adipogénesis

Los depdsitos de tejido adiposo deben remodelarse continuamente para cumplir con
su funcion de homeostasis energética. El proceso de diferenciacion de los adipocitos
involucra estadios. Los precursores mesenquimales, los preadipocitos comprometidos,
preadipocitos quiescentes, preadipocitos en expansion clonica mitotica, adipocito terminal

y adipocitos maduros .3%:7

Durante el proceso de diferenciacion de adipocitos hay varias interacciones
moleculares. Los miembros de proteinas de union al potenciador de CCAAT (C/EBPS) y el
receptor activador de la proliferacion de peroxisomas (PPAR), son miembros importantes
para la regulacién de la diferenciacion del linaje de los adipocitos, también desempefian
papeles en la funcion de los adipocitos maduros.t’

Existen otros factores importantes, que no inducen la adipogénesis por si mismos,

pero si pueden promoverla, entre ellos estan, la aducina 1/ Factor de transcripcion de union
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a elementos reguladores de esterol (ADD1/SREBPIc), este factor activa la lipoproteina
lipasa y la sintasa de acidos grasos. 2

CEBPa y PPARY funcionan como activadores transcripcionales de un gran grupo de
genes que conducen la determinacion y diferenciacion del adipocito®®, asi mismo estos

factores de transcripcion estan involucrados en la diferenciacion terminal.
2.4.1 Hipertrofia

Una dieta rica en acidos grasos inicialmente conduce a la hipertrofia del adipocito;
si el estimulo es continuo o las reservas energéticas han sido cubiertas en el adipocito, se
favorece la hiperplasia del tejido adiposo.®* La hipertrofia es un aumento del tamafio de los
adipocitos, mientras que la hiperplasia es el aumento en el nimero de células. La hipertrofia
se ha asociado con dislipidemias, resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2. El
aumento del tamafio de los adipocitos se correlaciona con inflamacion y la susceptibilidad a
muerte celular.®®

Los adipocitos hipertréficos tienen cuatro caracteristicas: la primera es que
presentan anomalias de tipo necrético. Esto ocasiona que cuando los adipocitos mueren se
libera su contenido intracelular induciendo inflamacion. La segunda caracteristica es que
expresan y secretan una cantidad mayor de citocinas proinflamatorias, incluyendo IL-6, IL-
8, TNFa y la proteina quimiotictica de monocitos-1 (MCP-1, del inglés Monocyte
chemoattractant protein 1),). Estas citocinas proinflamatorias también promueven la
inflamacion del tejido adiposo por el reclutamiento de células inmunitarias como las células
T y los macrofagos.®” La tercera caracteristica, es que la hipertrofia favorece hipoxia local
del tejido adiposo debido a que el incremento en volumen no se compensa con el aumento
en los vasos sanguineos, lo que ocasiona que a los adipocitos que se localizan mas
internamente no estén irrigados suficientemente. Esto disminuye el aporte de oxigeno y
activa el factor inducible por hipoxia (HIF1a), que participa en el desarrollo de fibrosis del
tejido adiposo. La cuarta caracteristica es que, en los adipocitos hipertroficos, la lipolisis
basal esta elevada, incrementado la salida de &cidos grasos libres, la acumulacion de lipidos

ectopicos, lo que a su vez favorece el desarrollo de dislipidemias y lipotoxicidad.%’
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2.4.2 Hiperplasia

Se ha sugerido que la hiperplasia subcutanea desempefia un papel protector contra
trastornos metabdlicos como dislipidemias, resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo
2. Cuando se realiza un trasplante de tejido adiposo subcutaneo en ratones que carecen de
él, se curan de higado graso, asi como de la resistencia a la insulina. *8. En humanos,
cuando se administra tiazolidinedionas como la Pioglitazona se induce la proliferacion del
tejido adiposo y se restablece la sensibilidad a la insulina.®

La hiperplasia del tejido adiposo se produce cuando las células precursoras de los
adipocitos se diferencian en adipocitos. Esto se debe a la accion de varios factores de
transcripcion y hormonas como por ejemplo PPARy y CEBPa. Aln no se conocen las
implicaciones de la hiperplasia en la funcion del tejido adiposo, pero se cree que puede
tener efectos benéficos contra la disfuncién del tejido adiposo generada por la hipertrofia de

los adipocitos.*
2.5 Factores que propician sobrepeso y obesidad

La obesidad surge cuando hay un desequilibrio entre las calorias consumidas con las
calorias gastadas, lo que provoca un excedente energético que resulta en el almacenamiento
de &cidos grasos que resulta en acumulacion de tejido adiposo.*°

La obesidad es una enfermedad multifactorial, ya que depende de varios factores
que regulan el almacenamiento energético, entre los que se encuentran: el estilo de vida -ya
sea el sedentarismo o la ingesta excesiva de alimentos-, factores genéticos, consumo de
ciertos medicamentos?, problemas sociales y econémicos, ademas de algunos problemas

médicos como el sindrome de Prader-Willi. 4
2.6 Genes implicados en la obesidad

Hay estudios a gran escala llamados estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS, del inglés Genome-Wide Association Study),), en donde se analizan las
variaciones geneticas a lo largo de todo el genoma para identificar variantes genéticas
asociadas a enfermedades. Se han hecho GWAS en obesidad y se han identificado al menos

58 loci genéticos asociados con ésta en poblaciones europeas. Uno de los primeros en ser
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identificado fue el gen FTO en varias poblaciones europeas. En otros estudios, se encontrd
gen que codifica para el receptor de melanocortina 4 (MC4R) asociado a obesidad en nifios
y en adultos en poblacién europea. En otro estudio, se encontraron SNPs cercanos a los
genes TMEM18 que codifica para la proteina transmembranal 18; GNPDAZ2 que codifica
para la proteina glucosamina-6-fosfato desaminasa 2, SH2B1 que codifica para la proteina
adaptadora 1 de SH2B; MTCH2 que codifica el portador mitocondrial homdlogo 2;
KCTD15 codifica para el dominio de tetramerizacion del canal de potasio 15y NEGR1 que
codifica para el regulador de crecimiento neuronal 1. En Islandia se identificaron ETV5 que
codifica para el factor de transcripcion 5 variante ETS, BDNF que codifica para el factor
neurotréfico derivado del cerebro, SEC16B que codifica para la proteina de transporte de
proteinas Sec16B, y FAIM2 que codifica para la molécula inhibidora apoptética 2 de Fas .2

En estudios de genes candidatos, realizado en poblaciones caucésicas, se han
descubierto mas de 430 genes implicados en la fisiopatologia de la obesidad. Entre st
genes candidatos mas importantes son genes de la adiponectina (ADIPOQ), gen del factor
de transcripcion PPARYy, para la proteina Ectonucledtido pirofosfatasa / fosfodiesterasa 1
(ENPP1) , la proproteina convertasa 1 (PCSK1) y el factor de transcripcion 7-like 2
(TCF7L2). %2

El gen ADIPOQ codifica para la adiponectina, hormona del tejido adiposo que se
encarga de regular el gasto energético, del catabolismo de los lipidos y la sensibilidad a la
insulina y que se asocia a la reduccion de glucosa en sangre.*. Esta hormona se localiza en
el brazo largo del cromosoma 3 en la banda 27. Ademas, se han encontrado mdltiples
polimorfismos que influyen en su actividad; algunos de ellos son el rs2241766 y el
rs1501299, que se asocian con resistencia a la insulina y concentraciones bajas de
adiponectina.**

PPARYy es un gen que codifica para los receptores activadores de la proliferacion de
peroxisomas, se localiza en el brazo largo del cromosoma 3, en la banda 25. 4> Su funcién
es promover la adipogenesis. El SNP Prol2Ala se ha asociado a un IMC mayor en adultos
ingleses.*®

El gen ENPP1 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 6, en la banda 22-23.
Codifica para la enzima fosfodiesterasa/pirofosfatasa de ectonucledtido 1, proteina cuya

funcion se relaciona con la via de sefializacion de la insulina que lleva a la inactivacion del
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receptor, por lo cual provoca resistencia a la insulina. EI SNP K121Q se ha asociado con

obesidad en caucésicos.*’
2.7 Polimorfismos de un solo nucleétido

El polimorfismo de un solo nucleétido (SNP, por sus siglas en inglés) es una
variacion alélica que corresponde al cambio de una sola base nucleotidica en una secuencia
de ADN. Sin embargo, para que sea considerado un SNP debe presentarse en al menos el
1% de la poblaciéon. Cuando no se llega a este porcentaje se dice que es una mutacion
puntual.*® Los SNPs son el tipo mas comun de variacion alélica en el genoma. Hay dos
tipos de SNPs, neutros y funcionales. Los neutros como su nombre lo indica no tienen
efecto, mientras que los funcionales afectan procesos bioldgicos.*®

En la actualidad se han descrito mas de 10 millones de SNPs, pero se estima que
existen muchos mas, las estimaciones predicen existe un SNP al menos uno cada 100-300
nucleotidos.*®

Existen diferentes clasificaciones de los SNPs funcionales. La principal se basa en
su localizacion. Asi, por ejemplo, a los SNPs que se encuentran en la region intronica se les
denomina iSNP, a los que estan en las regiones reguladoras se les nombra rSNP *°, y a los
que estan en los exones se le llama cSNPs. Estos Gltimos a su vez se subdividen en
sindnimos y no sinénimos. Los cSNPs sinénimos son aquellos en los que el cambio del
nucleétido no altera la secuencia de aminoacidos de la cadena polipeptidica, es decir en el
proceso de la traduccidn, el codén correspondiente codifica para el mismo aminoéacido,
mientras que, en el caso de los no sinénimos si se afecta la secuencia de la cadena
polipeptidica debido a que se traduce un aminoécido diferente.*®

Los SNPs son de gran importancia debido a que pueden ser responsables de alterar la
concentracion de las proteinas o de modificar sus afinidades, es decir que cambien su
estructura quimica y no pueda interactuar con complejos moleculares, esto puede
predisponer al desarrollo de alguna enfermedad o establecer la susceptibilidad a padecerla.
Debido a que estas variantes pueden estar localizadas en la region promotora del gen, en los
intrones, en los sitios de splicing o en regiones intragénicas, es factible que otros

mecanismos no relacionados con cambios estructurales en la proteina también participen.
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2.7.1. SNPs relacionados con la obesidad en poblacion mexicana

El estudio de los SNPs es importante debido a que pueden ser utilizados como
marcadores bioldgicos para el diagndstico y prediccion del comportamiento de
enfermedades.*® Se han encontrados varios SNPs asociados a la predisposicion al
sobrepeso y a la obesidad, un ejemplo de ellos son el SNP rs9939609, rs1421085 y
rs8057044 del gen asociado a la obesidad (FTO), este gen codifica para una oxidasa
dependiente de hierro y 2-oxoglutarato. °* Estos SNPs son intronicos, aunque adn no esta
clara la importancia funcional, se cree que estos SNPs estdn presentes en secuencias
reguladoras del procesamiento del ARNm que repercuten en los niveles de la proteina.>®
Estos SNPs se han estudiado en nifios mexicanos, EI SNP rs9939609 se asocié con niveles
mas altos de IMC y aumento de la presion arterial arterial (OR 3-9; 95 % IC 1.46) en nifios
de Querétaro. °* En otro estudio realizado en nifios de edad escolar en la comunidad maya,
se encontrd6 que el SNP rs1421085 se asocia con obesidad, los SNPs rs1421085 y
rs9939609 se asociaron con susceptibilidad a obesidad en nifias (OR: 2.56, 95% IC: 1.36-
4.79), (OR: 1.58, 95% IC: 1.02-2.46) respectivamente, mientras que el SNP rs8057044 se
asocio con sobrepeso en varones (OR: 2,92, 95% IC: 1,04-8,20)°*

Otro SNP relacionado con la obesidad es el SNP R230C del gen Miembro 1 de la
subfamilia de transportadores ABCA (ABCA1) que es un transportador de eflujo que
participa en la salida del colesterol y la formacion de HDL. Este SNP se asoci6 con
obesidad, pero también con hipoalfalipoproteinemia, diabetes mellitus tipo 2 y sindrome
metabolico en mestizos mexicanos.>® Este SNP solo se ha encontrado en poblaciones

nativas americanas y mexicanas mestizas. >*

2.8 Familia CEBP

Esta familia pertenece a los factores de transcripcion de cremalleras de leucinas;
posee un Dominio béasico de cremallera de leucinas (bZIP), donde puede hacer
homodimeros o heterodimeros con los demas miembros de la familia; todas las isoformas
de CEBP comparten una identidad de secuencia en los residuos de aminoacidos 55-65 del
C-TERMINAL. Esta familia, ademas, tiene una region de wunién al 4&cido
desoxirribonucleico (ADN) que es rica en aminoacidos béasicos. En la Figura 2 se muestra
la estructura del homodimero de bZIP del CEBP unido al ADN. *®
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Figura 2. Estructura de CEBPB. Se muestra en azul y rojo los dimeros de CEBPJ unidos a una cadena de
ADN por medio de su sitio de unién al ADN. Figura tomada de %

El bZIP es una repeticion heptada de 4 a 5 residuos de leucina. Para que la proteina
se pueda unir al ADN se debe dimerizar por medio de la region basica que esta dictada por
la secuencia de aminoéacidos dentro de esta misma region EI dimero forma una estructura de
Y invertida en donde se une a una secuencia de reconocimiento palindromico en el surco
mayor del ADN como si fueran unas tijeras. *°

Las proteinas CEBP pueden formar heterodimeros con los diferentes miembros de
su familia, debido a su alta conservacion en el dominio bZIP. Existen seis miembros de la
familia de las proteinas CCAAT de unidn al potenciador. (CEBP) que se han identificado
hasta la fecha CEBPa, CEBPp, Proteina CCAAT de union al potenciador gamma (CEBPYy)
Proteina CCAAT de union al potenciador delta (CEBPS) Proteina CCAAT de union al
potenciador epsilon (CEBPe¢) y Proteina CCAAT de union al potenciador zeta (CEBP{)
CEBPa, CEBPB, CEBPy, CEBPS no tienen intrones mientras que CEBPe y CEBP(
contienen dos y cuatro, respectivamente. Se ha determinado que hay un sitio de unién
Optimo para la familia CEBP, RTTGCGYAAY endonde ResAoGeYesCo T. % El
unico miembro de la familia que no puede formar heterodimeros es CEBP( debido a que

tiene dos residuos de prolina en la regidn basica que rompen con la estructura helicoidal y
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cuando se heterodimeriza no puede unirse a la secuencia de reconocimiento de CEBP en el
promotor de genes diana, por lo tanto, puede actuar como un inhibidor de la funcion de
CEBP.»®

En contraste con la regién bZIP que es altamente conservada, la familia CEBP en
sus extremos N son bastantes divergentes, solo tienen un 20% de identidad de secuencia
con excepcioén de los dominios de transactivacion, que interactian como componentes del
aparato de transcripcion basal y estimulan la transcripcion. EI Gnico miembro que no tiene
los sitios de transactivacion es CEBP(, por lo tanto, actia como un represor de la
transcripcion del gen y forman heterodimeros inactivos con los demas miembros de la
familia. En la Figura 3 se muestra a los miembros de la familia con los sitios importantes de
cada uno. Ademas, varios miembros de la familia CEBP en el extremo N tienen regiones

reguladoras negativas que atn no se dilucida totalmente como funcionan.®®

CEBP, CEBPa y CEBPp pueden producir péptidos de distinto tamafio mediante el
uso alternativo de codones de iniciacion de la traduccion. En la Figura 3 se pueden observar
los diferentes péptidos que se pueden formar. Como ya se mencioné anteriormente, los
miembros de la familia pueden formar heterodimeros, facilitando asi varias opciones para
ensamblar diferentes complejos multiproteicos potenciales de transactivacion, por lo que es
probable que en dicha heterodimerizacion se tenga un efecto en la regulacién de genes
diana distintos; ademas de esto, la familia de los CEBP puede formar interacciones

proteina-proteina con los factores de transcripcion bZIP y no bZIP. >

36



AD AD RD AD B Pl
cespa paz | = T I
p30 1 I I TITTTTI
CEBPB LAP * (I [ 1] JORL DO [ TTTTIITIm
LAP L1 [ 1 H B [T
up (T T
CEBPY :_]]mm]m
CEBPS [ 1 | | || I TTTTITIIIm
cesps p32 ] [
p30 [ T [ T
p27 [ [N TTTTIIIT
p14
cespy; [N [TTTITIIITD

Figura 3. Representacion del gen de la familia de los CEBPs. En verde son los sitios de transactivacion. En
azul son los dominios reguladores negativos. En amarillo rayado son los residuos de leucinas y en la parte roja
son las regiones basicas de la proteina. AD=Dominios de activacion, RD=Dominios regulatorios, B=Region
bésica, ZIP=Dominio de cremalleras de leucinas, p42=Proteina de 42 kDa, p30=Proteina de 30 kDa,
LAP=Proteina de 38kDa, LAP= Proteina de 35kDa, LIP=Proteina de 20kDa, p32= Proteina de 32 kDa, p30=
Proteina de 30 kDa, p27= Proteina de 27 kDa, p14= Proteina de 14 kDa. Modificado de Ramji 2012.

El patron de expresion de la familia de CEBP es muy diverso, como se muestra en
la Tabla 2. CEBPa se expresa preferentemente en el tejido adiposo (incluido el
subcutaneo®), en el higado, en el intestino, pulmén, glandula suprarrenal, en células
mononucleares de sangre periférica y placenta.>® Sin embargo, se encuentra mas altamente
expresado en higado y tejido adiposo.®’

CEBPp se expresa en higado, intestino, pulmon, tejido adiposo, bazo, rifion, y
células mielomonociticas; CEBPS se expresa mas en tejido adiposo, pulmén e intestino;
CEBPy y CEBP( se expresan en todo el organismo; CEBPe se expresa en células mieloides

y linfoides.>®

37



Tabla 2. Perfil de expresion de las proteinas de la familia CEBPs.

Miembro de la Familia Distribucion tisular
CEBPa. -Tejido adiposo
-Higado
-Intestino
-Pulmon
-Glandula suprarrenal
-Placenta
-Células mononucleadas de sangre
periférica
CEBPp -Higado
-Intestino
-Pulmén
-Tejido adiposo
-Bazo
-Rifi6n
-Células mielomonaciticas
CEBPy -Ubicua
CEBP6 -Tejido adiposo
-Pulmon
-Intestino
CEBPs¢ -Células mieloides
-Células linfoides
CEBP{ -Ubicua

Modificado de Ramji 2012

La familia CEBP tiene roles importantes en varios procesos, incluida la
diferenciacion, la respuesta inflamatoria, la regeneracion hepética y el metabolismo, entre
otras. En la diferenciacion de los adipocitos, la familia de CEBPS, junto con otros factores
como son PPARy y SREBP1 actan como reguladores de la adipogénesis. Para que ocurra
la diferenciacion de preadipocitos que han sido detenidos por el crecimiento se debe
adicionar hormonas adipogénicas, que incluyen un agente que elevan el adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), un glucocorticoide y factores de crecimiento semejantes a la
insulina (IGFs)lo que ocasiona que los preadipocitos entren en expansion clonal mitotica.
En esta fase el CEBPB y CEBPS que han sido inducidos por el AMPc y por
glucocorticoides, provoca la expresion de CEBPa, esta produce marcadores especificos de

adipocitos maduros, .>®
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La presencia de CEBPPB y CEBPS es importante, ya que en ausencia de hormonas
adipogeénicas son capaces de iniciar el programa de diferenciacion En este sentido, estudios
in vitro han demostrado que cuando se expresa el ARN antisentido de CEBPa en células
3T3-L1 se bloquea la diferenciacion, y en fibroblastos embrionarios que carecen de CEBPJ
y CEBPS no se puede iniciar la diferenciacion en respuesta a una estimulacion hormonal. In
Vivo, se observo en ratones deficientes de CEBPa mueren después del nacimiento debido a
hipoglucemia, y no son capaces de acumular lipidos en tejido adiposo.>®

En las células mieloides los CEBP estan presentes en regiones promotoras de genes
que expresan dichas células. CEBPa se expresa altamente en los progenitores mieloides
tempranos; CEBPe se expresa en la maduracion de las células progenitoras de los
granulocitos; CEBPP estd regulado por incremento durante la diferenciacion de
macrofagos. Se han realizado estudios en donde se utilizan ratones deficientes de CEBPa
qgue no son capaces de lograr una diferenciacion mieloide mas alld de la etapa de
mieloblastos y carecen de neutr6filos maduros.>®

Ademas de adipocitos y de células mieloides, los miembros de la familia CEBP
tienen injerencia en varios tipos celulares como hepatocitos, células epiteliales mamarias,
células luteas ovaricas, queratinocitos, células neuronales y células epiteliales intestinales.
Otra de sus funciones es en el metabolismo, cuando se altera CEBPa especificamente en el
higado se provoca un trastorno metab6lico importante, debido a la reduccion de la
transcripcion de varios genes, sobre todo en los involucrados en la sintesis del glucogeno y

la gluconeogénesis.>®

2.9 Organizacién, patrén de expresion y funciéon de CEBPa

El gen CEBPa esta ubicado en el brazo largo del cromosoma 19, en la banda 13.1.%®
Pertenece a la familia de las proteinas de union CCAAT,* es un gen que no posee intrones
y codifica para un factor de transcripcion que contiene un dominio de union de cremallera
de leucina (bZIP) ademas de reconocer el elemento de respuesta CCAAT de los promotores
de sus genes diana.>®

La representacion estructural de la organizacion de la proteina CEBPa se muestra en
la Figura 4. La proteina posee dos sitios de transactivacion, el ARN mensajero se puede

traducir en dos isoformas, se puede iniciar del primer AUG que codifica para la isoforma de
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42kDa y la segunda isoforma del segundo AUG de 30 kDa, en donde se pierde el primer
sitio de transactivacion. Las funciones de la isoforma de 30kDa no son conocidas, pero hay
evidencias de que ésta ha perdido las funciones normales de CEBPa y tiene un efecto

dominante negativo sobre CEBPa de 42 kDa.*®
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Figura 4. Representacion esquematica de los dominios de la proteina CEBPa. Posee dos sitios de
transactivacion por lo cual puede formar dos proteinas de diferente tamafio (30 y 42 kDa), también posee un
sitio de union al ADN y un dominio de cremallera de leucina por el cual forma dimeros o heterodimeros.
Modificado de Leroy.>®

El dominio de cremallera de leucina consiste en una repeticion de 4 a 5 residuos de
leucina y forma una a-hélice. Para que se pueda unir al ADN se debe dimerizar la proteina,
mediada por la region bésica. EI dimero, forma una Y invertida en la que cada brazo esta
formado por una regién basica, en unién a la mitad de una secuencia palindromica en el

surco mayor del ADN.%
2.9.1 Participacion de CEBPa en la adipogénesis

Varios estudios han demostrado que CEBPa es un factor clave en la adipogénesis,
ya que participa en la diferenciacion de los preadipocitos en adipocitos. Este factor de
transcripcion también esta involucrado en el metabolismo de los lipidos y de la glucosa.®
Asi mismo, se ha visto que los ratones deficientes de CEBPa almacenan muy pocos lipidos
dentro del tejido adiposo.® En la adipogénesis CEBPa tiene una expresion tardia en el
proceso de diferenciacion debido a que su actividad de unién al ADN no se requiere hasta

que los preadipocitos atraviesan el punto de control para iniciar la fase S, lo que induce la
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expansion mitdtica.>® También cubre un papel muy importante en el metabolismo de los
carbohidratos, ya que los ratones en donde se suprime su expresion mueren después del
nacimiento, debido a hipoglucemia severa. Cuando se ha suprimido CEBPa
condicionalmente en el higado, ocasiona trastornos metaboélicos debido a que se reduce la
transcripcion de varios genes, sobre todo aquellos que intervienen en la sintesis del
glucdgeno, gluconeogénesis y en la desintoxicacion de la bilirrubina.>®

PPARy establece un asa de regulacion transcripcional con CEBPo en la
adipogeénesis. En estudios de pérdida de funcion se ha visto que cuando se inhibe PPARy
los niveles de CEBPa estan reducidos; de igual manera, cuando se carece de PPARy se

tiene un potencial adipogénico reducido y hay niveles reducidos de CEBPa. 5!
2.9.2 Participacion de CEBPa en el adipocito maduro

2.9.2.1. Leptina

La leptina (del griego leptos, que significa delgado) es una hormona que se secreta
por los adipocitos por accion de diversos estimulos, EI gen se encuentra en la banda 32.1
del brazo largo del %° Es un polipéptido de 167 aminoacidos y pesa 16 kDa, %2 3 Entre los
principales factores que favorecen la secrecion y expresion de la leptina, estan el
crecimiento de la grasa subcutanea y el estado de almacenamiento de los triacilglicéridos,
debido a que la hormona se expresa en el tejido adiposo. Los tejidos donde existe mayor
expresion de leptina son en el tejido adiposo subcutaneo, retroperitoneal, omental y en
tejidos adyacentes a vias linfaticas. Otro factor importante para la secrecion de leptina es la
concentracion de insulina, quien induce su expresion. En este contexto se ha observado que
la administracién de insulina aumenta la concentracién de leptina en la circulacion
aumenta.®* Mientras que los &cidos grasos libres circulantes funcionan como supresores de
su secrecion.® La leptina es mas abundante durante la noche que durante el dia® y sus
concentraciones son mayores en el sexo femenino que en el masculino, debido a que las
mujeres presentan una mayor cantidad de grasa subcutanea, y el tejido adiposo subcutaneo
es el principal productor de leptina.®’

En estudios sobre el papel de PPARYy en la expresion de la leptina se demostro que

el promotor de leptina estd regulado por PPARYy, pero ésta no se une directamente a
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ninguna secuencia de ADN especifica dentro de la regidn, sino que antagoniza la
asociacion de CEBPa.. 8

CEBPa es un factor transcripcional que activa la transcripcion del gen que codifica
para la leptina a través de la secuencia de ADN '-T [TG] NNGNAA [TG] -3'.%° La mutacion
del sitio de CEBPa dentro del promotor de leptina da como resultado una pérdida de
transactivacion por CEBPa. Estos datos establecen que CEBPa es imprescindible para la
expresion de leptina. °

2.9.2.2 Adiponectina

La adiponectina es una hormona derivada tanto del tejido adiposo blanco como del
marrén y su funcion es clave en el mantenimiento de la homeostasis energética.”” La
adiponectina sensibiliza a los tejidos para el efecto de la insulina’™ y sus concentraciones
son bajas en personas con obesidad. Se asocia mas con la grasa visceral que con la
subcutanea, y su concentracion es baja en patologias como diabetes mellitus tipo 2,
hipertension y sindrome metabdlico, condiciones asociadas con resistencia a la insulina.”
Los niveles de adiponectina circulantes son mayores en mujeres que en hombres’, lo que
sugiere que las hormonas sexuales pueden regular a la adiponectina, ocasionando que las
mujeres sean mas sensibles a la insulina que los hombres.”® También se ha demostrado que
la testosterona disminuye la concentracion plasmatica de adiponectina lo que puede

relacionarse con el riesgo de resistencia a la insulina en hombres.”

Se ha demostrado que el factor de transcripcion CEBPa junto con otro factor de
transcripcion FOXO1(del inglés Forkhead box protein O1) forman un complejo que regula
el incremento de la transcripcion del gen de adiponectina. SIRT1 (del inglés Sirtuin 1)
mejora la interaccion entre CEBPo y FOXO1 para aumentar la transcripcion de

adiponectina.*

2.9.2.3 Gen asociado con la obesidad (FTO)

FTO se expresa en hipotalamo y los islotes pancreaticos, pero también se expresa en
niveles bajos en adipocitos, higado y tejido misculo esquelético.®
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En un estudio realizado Ren y colaboradores en 2014, comprobaron que CEBPa es
un factor de transcripcion que regula positivamente la expresion de FTO y se asocia con
elementos de respuesta dentro del promotor del gen FTO.

2.9.3 Interaccion con otros factores de transcripcion en adipogénesis

Boughanem y colaboradores realizaron un estudio para determinar la resistencia a la
insulina esta relacionada con obesidad y midieron la expresion del gen de PPAR-y2,
CEBPa y FOXOI1 para poder determinar si existia tal asociacion en poblacion de Malaga,
Espafia. Se obtuvo que la expresion de CEBPa disminuy6 en sujetos con obesidad moérbida,
y que en voluntarios con alta resistencia a la insulina disminuyé significativamente la
expresion de este gen en comparacion con voluntarios con niveles bajos de resistencia a la
insulina; PPARY-2 tuvo un comportamiento similar. Contrario a esto, se vio un incremento
de la expresion de FOXO1 en voluntarios con alto nivel de resistencia a la insulina, lo que
sugiere que hay relacion entre FOXOL1 y resistencia a la insulina durante la diferenciacion

de adipocitos.”

FOXOL1 reprime la transactivacién de PPARy en una via dependiente de insulina, es
un antagonista de PPARy. Por lo tanto, se sugiere que hay una relacién interdependiente de
CEBPa, FOXO1 y PPARY2 que modula la adipogénesis, ademés se encuentra vinculada a
la resistencia a la insulina. En una via alternativa y una ruta comdn se conoce que estos
interactian fisicamente, cooperan y se activan unos a los otros. El identificar variantes
especificas y comprender como influye en los mecanismos de regulacion transcripcional en
el tejido adiposo puede ayudar a conocer la etiologia de la resistencia a la insulina que esta

relacionada con la obesidad y puede llevar a crear nuevas estrategias terapéuticas’*
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2.10 Antecedentes
2.10.1 SNP en CEBPa

En la Tabla 3 se enlistan las variantes genéticas reportadas para sindrome
metabolico. EI SNP Rs34529039 que es un SNP sin6nimo, que no se muestra en esa tabla,

es un SNP que se ha encontrado en 15.4% de pacientes con cancer de ovario. "

El SNP rs12691, estd ubicado en la region 3'UTR en la posicién 33791127 y se
localiza a 2304 bases desde el inicio de la secuencia codificante, lo que sugiere que esta
variante podria afectar la regulacion postranscripcional del ARNm de CEBPa. La regién en
donde se encuentra es un cllster con hipersensibilidad a ADNasa y con la marca de la
histona H3K4mel esta asociada con potenciadores y con las regiones rio abajo del inicio de
la transcripcion. CEBPa podria tener un evento autorregulador ya que se une en la region
en donde se encuentra el SNP rs12691.%°

Olofsson y colaboradores en el afio 2008 realizaron un estudio de asociacion del
SNP rs12691 con dislipidemias, en 4866 individuos suecos con obesidad. Los resultados
determinaron que el genotipo AA del SNP rs12691 se asocid con niveles mayores de
triacilglicéridos en suero.”

Delgado y colaboradores en el 2013, realizaron un estudio de asociacion del mismo
SNP RS12691 con el metabolismo de la glucosa, incluida la secrecion de insulina o
sensibilidad a la insulina en pacientes con sindrome metabdlico; el estudio se realizd en
poblacién europea incluyendo pobladores de Irlanda, Reino Unido, Noruega, Francia,
Paises bajos, Espafa, Polonia y Suecia. Se observo que esta variante genética influye en el
metabolismo de la glucosa en los pacientes con sindrome metabdlico.®® En 2010 Bennett y
colaboradores realizaron un estudio familiar de LEEDS en donde reclutaron a personas
blancas del norte de Europa, en busqueda de SNPs de tres integrantes de la familia de
CEBP, CEBPa, CEBPB Y CEBPS y evaluaron su asociacion con los fenotipos relacionados
con obesidad. Se encontraron 11 SNPs de CEBPa, pero ninguno se encontré en el dominio
de union al ADN; de ellos, 919G> A se asocio con la relacidn cintura/cadera, mientras que
el SNP 1558G> A se asoci6 con disminucion de leptina plasmatica.’’

CEBPa forma homodimeros o heterodimeros con otros miembros de la familia
CEBP o con otros factores de transcripcion. CEBPa. puede formar dos diferentes transcritos
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lo que provoca dos isoformas, una de 42 kDa y otra de 30 kDa. Se pueden tener SNPs que
afectan la traduccién de la variante de 42kDa y favorecen la sintesis de la de 30 kDa,
también pueden presentarse en la region de la cremallera de leucina o en el dominio de
unién al ADN, y provocar que no exista dimerizacion con otras proteinas o que no haya

interaccion con el ADN.’®
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Poblacion de
estudio

Finlandia, 7
Suecia 076
Irlanda, Reino
Unido,
Noruega,
Francia,
Paises Bajos,
Espafia,
Poloniay
Suecia.5°

SNP y Cambio
de nucleétido
Rs12691
1587G>A

transicion
purica> purica

Tabla 3. SNPs de CEBPa en componentes del sindrome metabdlico

Region del
geny del
transcrito
primario
Unidad
Transcripcio
nal

Exonica,
Regulatoria,
3'UTR.

Cambio de
aminoacido

No hay un cambio
de aminoacidos, es

una variante 3’
UTR™

Protector/
riesgo

Se observé que
existe un riesgo
al aumentar los
niveles de
triglicéridos en
presencia del
SNP

Funcién

Tiene una
funcién
reguladora
debido a que
se encuentra
en la region
3'UTR.

Frecuencia

Se detectd el
21.64%,
(113/522) en
estudio “The
Swedish Obese
Subjects”,
siendo
heterocigotos
el 19.92%
(104/522) y
homocigotos el
1.72% (9/522).
76

En cuanto al
estudio de
Bosnia est4
presente en el
21.51%
(1004/4667),
siendo
heterocigotos
el 19.58%
(914/4667) y
homocigotos el
1.92%
(90/4667).7

El estudio de
LIPGENE se

Resultado

El

Genotipo AA de
rs12691 se asocid
con niveles més
altos de
triglicéridos en
suero, con un
promedio de
252.21+ 2.72
g/dL a
comparacion del
genotipo G/G que
obtuvo de
promedio
134.51+0.93
g/dL de
triglicéridos’®

La sensibilidad a
la insulina fue
menor en
genotipo A/A
(n=8) promedio
de25+0.1a
comparacion de
3+0.1 del
genotipo G/G
(n=300). 6°
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Europeos del
norte 7’

rs41490344
-919G>A 7

transicion

purica> plrica

Region
Reguladora
rio arriba del
inicio de la
transcripcio
n

No se
encuentra en
la Unidad
transcripcio
nal. Se
encuentra en
la region
57rio arriba

No hay cambio en
aminoécido®

Su funcion es
reguladora.

Se asocid con
disminucion de
la relacion
cintura caderay
con valores
mayores de
HDL"

obtuvo una
frecuencia del
23.85%
(94/394)
siendo el 13%
(86/394)
heterocigotos,
yel1.7%
(8/394)

homocigotos.®

Se detect6 el
16.24% segun
TOPMED

(20393/125568

) 80
Se detect6 en

el estudio de
LEEDS el

1.69% (9/532).
77

Se detect6 el
0.81% segun

TOPMED1022

/125568) &

Se asocié con
una disminucién
de la relacion
cintura-cadera, el
genotipo
G/A(n=9) tuvo
una media de
0.79+0.07 a
comparacion de
0.86

+ 0.10 del
genotipo G/G
(n=523)
También se
asocio con
valores mayores
de HDL, el
genotipo
G/A(n=9) tuvo
una media de
69.5+22.01
mg/dL a
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Europeos del
norte 7’

Europeos del
norte’

rs41367646
1558 G>A 77
transicion
purica> purica

rs41428545
-586G>A
transicion
purica> purica

Unidad
Transcripcio
nal

Exonico,
Regulador
enel 3'UTR

Region
Reguladora,
rio arriba del
inicio de la
transcripcio
n

Regulador
se encuentra
rio arriba de
la unidad
transcripcio
nal.

No hay cambio de
aminoacidos, es
una variante 3
UTR 8

No hay cambio en
aminoacido

Se asoci6 con
niveles
disminuidos de
leptina
plasmatica

Se asocid con
indices de
glucosay
HOMA
mayores’’

Tiene una
funcién
reguladora
debido a que
se encuentra
en la region
3'UTR.

Su funcion es
reguladora.

Se detect6 en
el estudio de
LEEDS el
5.37%
(28/521). "

Se detect6 el
1.34% segun
TOPMED1650
/125568) 8

Se detect6 en
el estudio de
LEEDS el
2.45%
(13/529). 77

Se detect6 el
1.85% segun
TOPMED1650
/125568) %

comparacion de
56.37+16.6 mg/d
del genotipo G/G
(n=523) 77

Se asocio con la
disminucion de
leptina
plasmatica, el
genotipo G/A
tuvo una media
de leptina
plasmatica de
13.50+16.94 ng
ml-1, mientras
que el genotipo
G/G tuvo una
media de leptina
plasmética de
14.17+18.13 ng
/ml™

Aumento de
glucosay
HOMA. El
genotipo G/A
6.35+3.73 mM
de glucosa a
comparacion de
5.13+0.81 mM
del genotipo GG,
en cuanto al
HOMA el
genotipo G/A fue
de 6.31+ 13.73,
mientras que el
genotipo GG fue
de 2.02+2.8777
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2.10.2 Estudios previos del laboratorio de biologia de células trocales.

En el laboratorio 11 de la Facultad de Medicina de la UAEM se han llevado a cabo
3 estudios de busqueda de SNPs en el gen PPARY, el primer estudio fue realizado por
Salgado-Balderas en el 2016, en donde el objetivo fue identificar nuevos SNPs en el sitio
de transactivacion del factor de transcripcion PPARy y establecer su asociaciéon con
dislipidemias en sujetos con obesidad. En la Tabla 4 se puede observar los SNPs
encontrados y sus frecuencias. Se encontraron 45 SNP, de las cuales 40 fueron nuevos
SNPs y 5 ya habian sido publicados previamente (recuadro naranja). Se observé que las

frecuencias van del 3.3 al 90%. &

Tabla 4. SNPs encontrados en el sitio de transactivacion de PPARy por Salgado en 2016.

Tomada de Salgado-Balderas 2016.86

Con estos resultados, Santander-Ocampo en el afio 2019 realizé la determinacion de
la frecuencia de 4 de los SNPs reportados (96877 G>T, 96887 T>G, 96915 T>G, 97055
T>A), en voluntarios de 18 a 20 afios con y sin sobrepeso y obesidad. Como se puede
observar en la Tabla 5, no se encontrd ninguno de los 4 SNPs reportados anteriormente por
Salgado-Balderas, pero se lograron encontrar 4 variantes nuevas con frecuencias que iban
del 1.87 al 3.7%. &
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Tabla 5. SNPs encontrados en el gen PPARy de voluntarios sanos de 18 a 20 afios

Posicion Cambio Total (Var)% Total (WT) %
96803 T>C 1.85 98.15
96807 T>G 1.85 98.15
96840 A>T 1.85 98.15
97012 A>T 3.7 96.3
96877 G>T 0 100
96887 T>G 0 100
96915 T>G 0 100
97055 T>A 0 100

Tabla tomada de Santander-201987

El Gltimo estudio fue el realizado por Salgado-Cortez en el 2020, en donde el
objetivo fue identificar nuevos SNPs en el dominio de union al ADN de PPARy en
voluntarios con dislipidemias de 18 a 25 afios de la Facultad de Medicina de la UAEM. En
la Tabla 6, se identificaron 13 SNPs en el exon 5 de PPARy, con frecuencias que van del
3.3a13.3%.%8

50



Tabla 6. SNPs encontrados en el exén 3 de PPARy por Salgado 2020

Posicién
109781

109793
109798
109826
109844
109844
109852
109854
109864
109872
109873
109881

109888

Tomada de Salgado 2020

Cambio
C>A

A>C

A>C

G>C

G>A

G>C

T>C

T>C

CIT

G>C

A>C

T>C

G>C

Total (Var)%
3.3

3.3
oS
3.3
13.3
3.3
3.3
3.3
3.3
3.3
)
3.3

6.7

Total (WT)%
96.7

96.7
96.7
96.7
86.7
96.7
96.7
96.7
96.7
96.7
96.7
96.7

93.3
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad es un problema de salud publica que debe ser atendido ya que la
calidad de vida y de salud del individuo se ve deteriorada, debido a que contribuye al
desarrollo de enfermedades como dislipidemias, diabetes, hipertension arterial, afecciones
cardiovasculares y cancer. Segun la OMS, en 2016 existian mas de 1900 millones de
personas con estas patologias. En México tanto en la poblacidn pediatrica como en la adulta
hay un incremento importante; segin la ENSANUT 2018-19, la prevalencia de sobrepeso y
obesidad paso de 69.4% en 2012 a 73% en 2018.13

Es una condicion multifactorial en la que intervienen factores ambientales,
psicoldgicos, sociales y genéticos. Hay evidencias en las que se ha demostrado que diversos
genes ocasionan mayores indices de masa corporal, como el gen FTO, el gen de la leptina'y
el gen de la adiponectina.

Se ha observado que la poblacion mexicana tiene diferente fondo genético,
comparado con las poblaciones caucasicas y asiaticas. Un ejemplo de ello es el gen ABCA1
en que el SNP R230C solo se ha encontrado en poblacion amerindias, por lo que la
busqueda de nuevos polimorfismos contribuye a su caracterizacion y posibilita la
evaluacion en esta poblacion de asociaciones con patologias que representan un problema
de salud publica, como el sobrepeso y la obesidad. En relacion con los genes que han
mostrado asociacién con su ocurrencia y con la de sindrome metab6lico en otras
poblaciones, ninguno de estos se ha localizado en la region codificante y es de resaltar que
no se han identificado SNPs de dichos genes en poblacién mexicana, por lo que es de

interés su posible identificacion en esta poblacion.

El anélisis de genes involucrados en la adipogénesis para identificar polimorfismos
de un solo nucleétido en poblacion del estado de Morelos ayudara a identificar variantes
genéticas que podrian representar susceptibilidad para el desarrollo de sobrepeso y
obesidad. El gen CEBPa, es un factor de transcripcion para genes importantes como la
adiponectina y la leptina que son imprescindibles para la homeostasis energética y son
claves en la diferenciacion del adipocito, ademas de coparticipar con genes relevantes en la
adipogenesis y la funcion del adipocito como PPARyy FOXOI1, lo que lo hace un

excelente candidato para identificar nuevas variantes alélicas que pudieran participar en la

52



disfuncion del adipocito, finalmente es de resaltar que no se han identificado SNPs de este
gen en la poblacion mexicana, por lo cual es relevante un estudio de busqueda de nuevos
polimorfismos de un solo nucle6tido de este gen en esta poblacion y documentar si existen
en el sitio de union al ADN.

Los estudios realizados en el laboratorio de biologia de células troncales de la
Facultad de Medicina en Morelos han sido del factor de transcripcion de PPARy, tanto en
su sitio de transactivacion como el sitio de union al ADN. En ambos casos se han
encontrado nuevos SNPs con altas frecuencias, lo que establece la posibilidad de un fondo
genético diferente para poblacion mexicana; por lo tanto, es conveniente estudiar otros
factores de transcripcion en enfermedades cronico-degenerativas. Ademas de ello, el
estudio del factor de transcripcion CEBPa es de importancia para este grupo de trabajo,
debido que hay estudios en curso con otros factores de transcripciéon como es FOXO1 y
PPARY, los cuales han mostrado tener una interaccion directa con CEBPa. EI conocer los
polimorfismos de un solo nucleétido puede ser Gtil para dilucidar la formacién de

complejos que llevan a cabo el proceso de adipogénesis y de sensibilidad a la insulina.
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4. HIPOTESIS

Existen nuevos polimorfismos de un solo nucleétido del gen CEBPa en el dominio
de union al ADN en voluntarios de 18 a 25 afios con sobrepeso u obesidad residentes del

estado de Morelos.
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5.0BJETIVOS
5.1 Objetivo general

Identificar nuevos polimorfismos de un solo nucledtido en el dominio de unién al
ADN del gen que codifica a CEBPa. en voluntarios de 18 a 25 afios con sobrepeso y

obesidad residentes del estado de Morelos.

5.2 Objetivos particulares

v Identificar jovenes de 18 a 25 afios con sobrepeso y obesidad en las bases de datos

de voluntarios del proyecto “Genoma diabesogénico del estado de Morelos”.

v ldentificar nuevos-SNPs en el dominio de unién al ADN de CEBPa en jovenes de
18 a 25 afios.

v Identificar la frecuencia de los nuevos polimorfismos de un solo nucleétido en el

dominio de union al ADN de CEBPa en los sujetos participantes.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1. Tipo de estudio
Es un estudio transversal descriptivo.
6.2 Criterios de inclusidn, exclusion y eliminacion
6.2.1Criterios de inclusion
Muestras de sangre de voluntarios que cumplan con las siguientes caracteristicas:

- Contar con el consentimiento del voluntario, para la toma de muestras y su
autorizacion para el uso de la misma con fines de investigacion.

- Edad:18 a 25 afios mujeres y hombres.

- Residentes en el estado de Morelos.

- Que cumplan con el criterio de sobrepeso u obesidad.

- Cuyas muestras de ADN cumplan con la cantidad suficiente y calidad adecuada
para su amplificacion.

- Contar con el expediente completo.
6.2.2. Criterios de exclusion

Se excluyeron aquellos participantes que no tuvieron registros completos, es decir

gue no contenian los datos de la somatometria, sexo, edad o lugar de residencia.
6.2.3. Criterios de eliminacion

Muestra de ADN de mala calidad que no permitieron su amplificacion y por lo tanto

no podrian ser secuenciadas.
6.3 Poblacion de estudio

En el estudio se utilizaron voluntarios que se encontraban en tres bases de datos (B,
D y E), como se muestra en la tabla 7. Estas bases de datos contienen informacion de

parametros bioquimicos y mediciones antropométricas.
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Se seleccionaron voluntarios hombres y mujeres que cumplian con los criterios de
sobrepeso y obesidad segln los pardmetros que determina la OMS. Los voluntarios
seleccionados fueron del grupo de edad de 18 a 25 afios y residentes del estado de Morelos.
Inicialmente se seleccionaron al azar 100 muestras para la determinacién de polimorfismos
de un solo nucledtido con un numero aleatorio obtenido por medio del programa Excel 360.

De estas, se secuenciaron 31 muestras para la determinacion de SNPs.
6.4 Lugar de obtencién de las muestras

Las muestras de sangre y los datos de los voluntarios se reunieron en tres distintos
lugares del estado de Morelos. La base de datos B se obtuvo de voluntarios donadores de
sangre del hospital “Dr. Rafael Barba Ocampo” del ISSSTE de Cuautla. La base de datos D
se obtuvo de estudiantes del segundo semestre de la Facultad de Medicina de la UAEM. Y
la base de datos E se obtuvo de estudiantes de la Facultad de Medicina de la UAEM en

Cuernavaca, Morelos (Tabla 7).

Tabla 7. Bases de datos utilizadas para el proyecto

Base de datos Pr_o;_/ecto Lugar Fecha M_ugstras
original utilizadas en el
proyecto
B “Para uso de Banco de 2008 1
muestra de sangre del
sangre en hospital “Dr.
investigacién Rafael Barba
biomédica” Ocampo” del
ISSSTE de
Cuautla
D Deteccion Facultad de 2014 21
oportuna de Medicina de la
enfermedades UAEM
metabolicas
Base de datos Facultad de 2018 9

para identificar
el genoma
diabesogenico
del estado de
Morelos

Medicina de la
UAEM
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las bases de datos que se utilizaron en este estudio también fueron utilizadas en 4 de los

proyectos previos del laboratorio de biologia de células troncales, los cuales se mencionan

PPARy en personas jovenes del
estado de Morelos

en la figura 5.
Busqueda de nuevos
polimorfismos en el dominio de Baste g_e d?tozde
union al ADN de PPARy en elsnl; d;gﬁlzs dee L | |
voluntarios estudiantes de e ke Salgado, 2020
Medlclqa de_ la UAEM con dola UAEM 2018
dislipidemias.
Base de datos de

- Asociacion de la variante alélica donadores de sangre
-g —R230C del transportador ABCA1——del ISSSTE de Cuautla Alvarez, 2017
o con hiperglucemia. "Dr. Rafael Barba
il Ocampo"
o
3
s Identificacion de polimorfismos Base de datos de
B | enel gen PPARy y surelacion __ donadores de sangre del

con las dislipidemias en sujetos ISSSTE de Cuautla "Dr. Saleade 010

mexicanos con obesidad Rafael Barba Ocampo"
Frecuencias de variantes alélicas Base de datos d
relacionadas con obesidad en el ¢ d?‘se ; N da 0s d'e .
— dominio de transactivacion de —— CSrudianies ce medicina

de segundo semestre de la Santander, 2019

UAEM 2014

Figura 5.Trabajos previos en donde se han utilizado las muestras del Biobanco B, Dy E

6.5 Lugar de estudio

La busqueda de los SNPs se realizé en el laboratorio 11 de biologia de células troncales
de la Facultad de Medicina de la UAEM y en la Unidad de Diagnéstico y Medicina
Molecular (UDMM) “Dr. Ruy Pérez Tamayo” del Hospital del Nifio Morelense (HNM).

6.6. Periodo de estudio

El estudio se realizé de febrero 2019 a enero del 2021.

58



6.7 Definicion de las variables del estudio

Para el andlisis de los pardmetros sociodemogréficos de la poblacion estudiada se
utilizaron las variables que se describen a continuacion (tabla 8)

Variable

Edad

Sexo

IMC

Tipo De
Variable

Cuantitativa

Cualitativa

Cuantitativa

Tabla 8. Variables del estudio

Definicion
Conceptual

Tiempo que ha
transcurrido
para un
individuo desde
su nacimiento.

Caracteristicas
bioldgicas,
anatomia del
sistema
reproductivo y
alas
caracteristicas
sexuales
secundarias
Relacion entre
peso corporal
de la persona
en kilogramos
dividido entre
el cuadrado de
su talla en
metros al
momento de la
toma de
medidas
antropomeétricas

Escala
De
Medicion

Definicion
Operacional

Afios de vida De razon
que tiene el
voluntario al
momento de
la toma de
muestra Se
obtiene de las
hojas de
registro

Sexo que ha
sido
reportado en
las hojas de
registro.

Nominal

Indice de De razén
masa
corporal que
se obtuvo a
partir de la
formula
matematica
de peso en
Kilogramos
entre talla en
metros al
cuadrado de
los datos
obtenidos de
la hoja de
registro.

Indicador

Hombre/mujer

Kg/m?
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Sobrepeso Cualitativa

Obesidad Cualitativa

SNP Cualitativa

Es la condicion
de aumento de
masa corporal a
expensas de la
acumulacion
excesiva de
grasa que
supone un
riesgo para la
obesidad

Enfermedad
caracterizada
por el exceso
de tejido
adiposo en el
organismo.

Variacion
alélica que
corresponde al
cambio de una
sola base
nucleotidica en
una secuencia
de ADN, que se
encuentre
presente en al
menos el 1% de
la poblacion

Sobrepeso Nominal
determinado
por el IMC
establecido
con los datos
obtenidos por
la hoja de
registro, que
se encuentre
en un rango
de entre 25
a29.9 kg/m?2,
Determinada
por el IMC
establecido
con los datos
obtenidos por
la hoja de
registro, que
sea igual o
mayor a 30
kg/m?.
Polimorfismo
detectado por
la
secuenciacion
del segmento
de union al
ADN del gen
que codifica
para
CEBPO[
identificado
por medio del
alineamiento
multiple entre
la secuencia
de referencia
y las
secuencias
obtenidas del
ADN de los
voluntarios a
este estudio.

Nominal

Nominal

Presente/Ausente

Presente/Ausente

Presente/Ausente
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6.8 Procedimientos de laboratorio
6.8.1 Purificacion de ADN por medio del método fenol-cloroformo

La purificacion de ADN se realizé a partir de la capa leucocitaria. Se extrajeron 400
uL de la capa de leucocitos de la sangre total, y se colocaron en un tubo de 15 mL, se
agregaron 9 mL de solucion de lisis de eritrocitos y se llevaron a cabo una serie de
centrifugaciones a 300g por 5 minutos y lavados con PBS al 1X o medio de cultivo y se
formd un pellet. Posteriormente se hizo un conteo de leucocitos para colocar 5 millones de
células en un tubo de 2 mL en donde se agregaron 500 pL de solucion TES y 12.5 uL de
proteinasa, se resuspendio el pellet por agitacion suave e incub6 por 16 horas a 65°C. &°

Transcurrido este tiempo, se agregaron 500 pL de fenol y se homogeniz6 por
inversion por 10 minutos. Enseguida se agregaron 500 mL de solucion cloroférmica, se
mezcld por inversion durante 10 minutos y se centrifugd a 16000 g durante 5 minutos. Se
tomaron 650 pL de la fase acuosa con una punta azul recortada y se coloco en un nuevo
tubo de 2 mL, aqui se encontro el ADN y el ARN. Después se agregaron 500 pL de
solucidn cloroférmica y se centrifugd nuevamente, se volvieron a extraer 650 pL de la fase
acuosa. Se realizd otra extraccion y al final se tomaron 550 pL de la fase acuosa y se
colocaron en un tubo nuevo, este tubo debia contener entre 1-5 pg de ADN.%

Posteriormente el ADN se precipitd agregando 20 uL. de NaCl 5M y 1 mL de etanol
absoluto a -20°C, se observé una malla en el tubo que corresponde al ADN. Se dejo toda la
noche a -70°C, después se centrifugé a 16000 g por 10 minutos a 4°C y se decantd el
sobrenadante. Despuésse agrego etanol al 70% a -20°C y se volvié a centrifugar, se decant6
el sobrenadante y se cubrieron los tubos con Parafilm. Para secar la muestras se realizaron
tres agujeros en el parafilm, se colocaron en la incubadora a 37°C La muestra después se
resuspendio en 200 uL de TE (pH 7.4). Se calent6 la muestra 1 hora en bafio seco a 65°C

para que se resuspendiera totalmente el pellet.®
6.8.2 Evaluacion de la concentracion de ADN y de la pureza

De las 100 muestras elegidas, se evaluo la concentracion y la pureza de ADN por
medio de espectrofotometria UV/VIS utilizando un (Biodrop). Para utilizar el equipo se

realizo limpieza con 50 L de agua desionizada, seguido de una calibracién del equipo con
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el blanco, en este caso se utilizo la solucion TE, que es el vehiculo se encontraba disuelto el
ADN. Se midi6 la relacién 260/280 que mostraba la contaminacién por proteinas y la
relacion 260/230 que indicaba la contaminacion con fenoles y sales provenientes del
proceso de extraccion de ADN. Para que el ADN se considerara puro debia tener un valor

en la relacion 260/280 mayor a 1.8 y un valor mayor de 2 en la relacion 260/230.%
6.8.3 Integridad del ADN

La integridad de ADN se analizé realizando una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
con bromuro de etidio. Para esto se cargaron 2uL de ADN (0.1 pg/uL) + 8ulL de TE +3uL
de azul de bromofenol. La corrida electroforética se realizé6 al80V durante 45 minutos.

Posteriormente se visualizo en el transiluminador de luz ultravioleta. 8°

6.8.4 Evaluacion de la amplificacion: PCR

Para determinar si era posible amplificar el ADN, se realizé la amplificacion del gen
constitutivo GAPDH por PCR de punto final semicuantitativo con los oligonucle6tidos de
GAPDH en una reacciéon de 50 pL en donde se colocaron los reactivos indicados en la
Tabla 9. El tamafio del fragmento de amplificacion fue de 307 pb.

Tabla 9. Reactivos utilizados en PCR semicuantitativo de GAPDH

Reactivos 1Rx (50
nl)
Agua mili Q filtrada 28.5 ul
Solucion amortiguadora 5ul
Tagq ADN polimerasa 1X
MgClz 1.8 mM 3ul
dNTPs 10 mM 1wl
Oligonucleotido sentido 1 ul
GAPDH 0.1 pg/ul
Oligonucleotido anti 1 ul
sentido GAPDH 0.1 ug/ul
Tagq ADN polimerasa 0.5 ul
ADN problema 0.1 pg/ul 10 ul
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Después se realizd una electroforesis en gel de agarosa al 2% en donde se cargaron
10uL de la muestra y 3 uL de azul de bromofenol y posteriormente se observd en el
transiluminador de luz UV. Los resultados mostraron una banda de 307 pb lo que indicé
que las muestras podian ser utilizadas como templado para realizar la reaccion en cadena de

la polimerasa (PCR).
6.8.5 Disefio de oligonucleotidos

Para llevar a cabo la secuenciacion del dominio de union al ADN del gen de CEBPa, se
disefiaron oligonucle6tidos para aislar el fragmento gendémico. Un par de oligonucleotidos
(1y 3) se disefid utilizando el programa informatico Primer Blast del NCBI,*! en donde se
uso la secuencia de CEBPa con el nimero NG _012022.1 del GenBank. En el caso de los
pares de oligonucledtidos 1 y 3 se buscd que tuvieran las mejores condiciones tomando en
cuenta que el tamafio del oligonucleotido fuera de 20 a 25 bases, la temperatura de fusion
(Tm) no debia variar de mas de 2°C entre ellas y debe hallarse entre 55°C y 72°C, con un
contenido de guaninas-citosinas entre 40 y 60%. El par de oligonucle6tidos nimero 2 se
obtuvo de Akin y colaboradores®> donde se determinaron mutaciones para leucemia
mieloide aguda. Para evaluar la formacién de homodimeros, heterodimeros y horquillas se
utilizé el programa Oligo Analizer. Se acept6é cuando los oligonucledtidos tuvieran un AG
menor de -10Kcal/mol (Tabla 10).
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Tabla 10. Oligonucledtidos diseriados para el sitio de unién al ADN del gen CEBPa.

OLIGONUCLEOTIDOS
Par Nombre Secuencia Tamafio Region Tm % GC  Tamaio
Del Del
Oligonucle Producto
otido PCR
1 F1 GCGAGGAGGATGA 25 5604-5628 67 60 561
AGCCAAGCAGCT
R1 TGACCAAGGAGCTC 24 6141-6164 66 58
TCTGGCAGCT
2 F2 CCTTCAACGACGAG 20 5325-5344 57 55 638
TTCCTG
R2 CTCGTTGCTGTTCTT 20 5943-5962 54 50
GTCCA
3 F3 CATGCACCTGCAGC 21 5761-5781 64 67 570
CCGGTCA
R3 TGACCAAGGAGCTC 23 6308-6330 65 65
TCTGGCAGCT

Posteriormente, se realiz6 un analisis en el programa BLAST,*® en el cual se analiz6
si los oligonucle6tidos eran especificos para CEBPa y que no fueran complementarios para
otros genes.

6.8.6. Estandarizacion de oligonucleétidos en PCR punto final

Se tuvieron 3 pares de oligonucledtidos, para dos de ellos se realizaron curvas de
temperatura de alineamiento y concentracion de MgCl, para conocer las condiciones
Optimas para la amplificacion por PCR de punto final. Para determinar la concentracion de
MgCl; se evalué un gradiente de concentracion de MgClz que fue de 0.5 mM a 4 mM,

mientras que para la temperatura de alineamiento se emplearon 12 puntos en un rango entre
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54y 68 °C con ayuda de un termociclador de gradiente de temperatura, como se observa en
la Tabla 11. En cada reaccion se agregaron 0.1 ug/uL de cada oligonucleétido, 10mM de
dNTPsy 1 ug de ADN. Para visualizar el fragmento de amplificacién se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 2% en donde se cargaron en cada pozo 10 uL de la
muestra y 3 uL de azul de bromofenol, en el primer carril se agregaron 3uLL de marcador de
peso molecular de 100 pares de bases. La corrida electroforética se llevé a cabo a 220 V por
40 minutos. (Tabla 11)

Tabla 11. Curva de estandarizacion de los oligonucledtidos para obtener las condiciones
Optimas pata la amplificacion por PCR punto final de ADN

TEMPERATURAS
¢ & . o & . X ) & O e S
G D N L ™ < < < w N © < ~ N o ® o °_8 '-D,:: &,ﬁ
[Te) <t n N~ ()] — (oV] <t [Te} N~ ~ 1)
o [Te) [Te) o © © © © © ©
5 1A 2A 3A 4A 5A 6A TA 8A 9A 10A 11A 12A

1B 2B 3B 4B 5B 6B 7B 8B 9B 10B 11B 12B

1C 2C 3C 4C 5C 6C 7C 8C 9C 10C 11C 12C

[8)]

1D 2D 3D 4D 5D 6D 7D 8D 9D 10D 11D 12D

1E 2E 3E 4E 5E 6E 7E 8E 9E 10E 11E 12E

[8)]

1F 2F 3F 4F 5F 6F TF 8F 9F 10F 11F 12F

Concentracion de MgCl, (Mm)

1G 2G 3G 4G 5G 6G 7G 8G 9G 10G 11G 12G

(6]

1H 2H 3H 4H 5H 6H H 8H 9H 10H 11H 12H

IPO®TMOmMNMNONORP TR >O

Debido a que no se obtuvo producto de amplificacién se utilizaron aditivos que
favorecen la amplificacion por PCR en secuencias ricas en GCs. Los aditivos utilizados
incluyeron DMSO®* a una concentracion del 5%, dimetilformamida y formamida al 1.25%
%, etilenglicol al 1M *®y propilenglicol al 0.8M . Se utilizaron diferentes combinaciones
de oligonucledtidos ademas de utilizar distintos aditivos en la reaccion de PCR. Se

muestran las combinaciones y los aditivos utilizados en la Tabla 12.
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Tabla 12. Combinaciones y aditivos utilizados para estandarizacién de la amplificacion por PCR utilizando diferentes

PAR NOMBRE

1 F1
R1
2 F2
R2
3 F3
R3
4 F1
R2
5 F2
R1

SECUENCIA

GCGAGGAGGATGAAGCCAAGCAGCT

TGACCAAGGAGCTCTCTGGCAGCT

CCTTCAACGACGAGTTCCTG

CTCGTTGCTGTTCTTGTCCA

CATGCACCTGCAGCCCGGTCA

TGACCAAGGAGCTCTCTGGCAGCT

GCGAGGAGGATGAAGCCAAGCAGCT

CTCGTTGCTGTTCTTGTCCA

CCTTCAACGACGAGTTCCTG

TGACCAAGGAGCTCTCTGGCAGCT

TAMANO
PRODUCTO ESTANDAR

PCR
561 pb

638pb

570 pb

359 pb

840 pb

oligonucleotidos.
OLIGONUCLEOTIDOS

CURVA

v

DMSO FORMA
MIDA

v

DIMETIL
FORMAMIDA

v

ETILEN PROPILEN- KIT
GLICOL GLICOL
v v
v v v
v v v
v v v
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Como no se obtuvo producto de amplificacién con el protocolo de las curvas de
estandarizacion, se llevo a cabo una amplificacion con el KIT comercial Pwo SuperYield
DNA Polymerase, dNTPack de Roche. Se realizO el PCR de acuerdo con las
recomendaciones de los fabricantes y se utilizaron los reactivos de la tabla 13 para su

amplificacion.

Tabla 13. Mix del Kit Pwo SuperYield DNA Polymerase, dNTPack de Roche

Agua milliQ 13.75 L
Solucién tampdn de la enzima, 10x conc. 2.5 uL
con Mg?*

Mix de nucleétidos 10mM 0.5uL
Oligonucledtido sentido 0.1 mM 0.25 uL
Oligonucleotido antisentido 0.1mM 0.25 uL
Solucién tampon para regiones ricas en 5uL
GCs 5X

Pwo SuperYield DNA Polymerase 0.25 uL
5U/uL

DNA 2.5 uL
TOTAL 25uL

Para el programa de amplificacion del termociclador, se utilizd una
desnaturalizacion inicial de 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 45
segundos en el proceso de desnaturalizacién, 60°C por 30 segundos de alineamiento, y 72°C

durante 45 segundos en el proceso de elongacién con un ciclo final de 72°C por 7 minutos.

Para analizar la amplificacion se realizd un corrimiento de las muestras mediante
una electroforesis en un gel de agarosa al 2% con una corrida electroforética a 220 V por 45
minutos.
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6.8.7 PCR punto final de las muestras

El PCR punto final se realizé con los oligonucle6tidos F2 y R2 debido a que durante
el proceso de estandarizacion se observd que no tenian productos inespecificos. El
procedimiento se realizo utilizando el Kit Pwo SuperYield DNA Polymerase, dNTPack de
laboratorio Roche segln las recomendaciones del fabricante. Se realiz6 PCR punto final
para 100 muestras. Los ciclos de PCR fueron los siguientes: se utiliz6 una desnaturalizacion
inicial de 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 45 segundos en el
proceso de desnaturalizacion, 60°C por 30 segundos de alineamiento, 72°C durante 45
segundos en el proceso de elongacion y un ciclo final de 72°C por 7 minutos.

Posteriormente se realizd un corrimiento electroforético de un gel de agarosa al 2%
para evaluar que los productos de amplificacion correspondian al tamafio esperado de 638
pb. Se utiliz6 el marcador de peso molecular Biodyne de 100 pb. El gel se tifi6 con bromuro
de etidio. Se hizo una corrida electroforética durante 45 minutos a 220 V y se visualizé el

gel en un transiluminador de luz UV.
6.8.8 Purificacion del producto de PCR.

Para llevar a cabo la secuenciacion de los productos de PCR, se purificaron los
productos de amplificacion de PCR por la técnica de purificacion en gel. El proceso de
purificacion se realiz6 para 31 muestras de los 100 PCR realizados. Para esto se colocaron
los productos de PCR en un gel de agarosa al 1.5% y se corrieron durante 30 minutos a
80V. Con ayuda de un transiluminador se cortd el fragmento de interés de 638 pb en
pedazos pequefios para colocarlos en tubos de 1.5 mL. Se agreg6 fenol dependiendo el peso
que se obtuvo del gel, que se calcul6 con la diferencia del tubo vacio y con el gel y se
multiplicé 1000. Después el tubo con la mezcla se coloco a -20°C por 20 minutos y se
centrifug6 a 12000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se coloco
en un tubo limpio y se agregd 1 mL de etanol absoluto y una décima parte del sobrenadante
de NaCl 5M, se coloco a -80°C por 15 minutos para precipitar el producto de PCR, después
se centrifugé a 12 000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. El pellet obtenido se
lavd con 200 pL de etanol al 70%, se centrifugd a 12 000 rpm por 5 minutos, se decantd y

se seco utilizando el MiVac a 42°C por 15 minutos. El pellet se suspendié el 15uL de agua
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milliQ Q, se dejo resuspender por una noche y posteriormente se leyd su concentracion y

calidad en el Biodrop.
6.8.9 Determinacion del tamafio del producto de PCR purificado.

El tamafio del producto de PCR purificado se comprobo, lo cual se hizo mediante un
gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Se cargaron 100 ng del producto
purificado de cada muestra y 3ul de azul de bromofenol. La corrida electroforética se
realizd durante 45 minutos a 220 V y después se visualizé en un transiluminador de luz
uv.

6.8.10 Secuenciacién

La secuenciacion de los productos de amplificacion fue realizada por la Unidad de
Sintesis y Secuenciacion del ADN del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Se utilizo el
método de Sanger para la secuenciacion en donde se utilizaron didesoxinucleétidos

fluorescentes y un secuenciador automéatico de ADN (Applied Biosystems, modelo 3130xl).
6.8.11 Evaluacion de la calidad de la secuencia

Una vez que se obtuvieron las secuencias por parte de la unidad de secuenciacién se
evalud la calidad de la secuencia por medio de un electroferograma utilizando el programa

Sequence scanner V2.

Para determinar la calidad y la confiabilidad de la secuencia se tomaron en cuenta la
resolucion de los picos, la uniformidad en la separacion entre picos, las unidades de
florescencia relativa (RFUS), el valor QV que es la probabilidad de que fuese un error, Para
utilizar la secuencia era necesario que el 70% debia tener un QV por arriba de 20 y RFUs
entre 500 y 1000. Para determinar los SNPs se utilizaron las reglas de la Union
Internacional de Quimica Pura 'y Aplicada (IUPAC), lo que se muestra en la tabla 14.
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Tabla 14. Nomenclatura IUPAC para nucleodtidos

IUPAC Cddigo nucleétido Base
A Adenina
C Citosina
G Guanina
ToU Timina o Uracilo
AoG
CoT
GoC
AoT
GoT
AoC
CoGoT
AoGoT
AoCoT
AoCoG
Cualquier base
.0- Espacio
Obtenido modificado de bioinformatics.org

Z<IOmZIXSnW<T

6.8.12 Alineamiento de secuencias con del dominio de unién a ADN del gen CEBPa.

Se realizd un alineamiento de las secuencias obtenidas con la secuencia del gen
CEBPa reportada. Este se realizd con el programa BLAST para confirmar que se trataba del
fragmento del sitio de union al ADN de CEBPa y que corresponda al nimero de
RefSeqGene NG_012022.1

6.8.13 Alineamiento multiple de las secuencias de nucleétidos.

El alineamiento multiple se realizé utilizando el programa CLC Sequence viewer 2,
se alinearon las secuencias de las muestras de 31 voluntarios con la secuencia de referencia
de CEBPo NG_012022.1. Este alineamiento permitio identificar claramente las diferencias
que existen entre las secuencias, ya sea el cambio de un nucleétido, la insercion y la

supresion de nucleotidos que no coincidan con la secuencia de referencia.

6.8.14 Predictor de dafio a la estructura y funcién de la proteina.
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Para determinar el dafio de la estructura de la proteina se utilizo el software PolyPhen-2 7,
este software permite determinar el posible impacto que se tiene por la sustitucion de

amino&cidos en la estructura de la proteina.
6.9 Analisis Estadistico

Se integro una base de datos con las variantes consideradas para el estudio, en el programa
Excel 365. Se utiliz6 estadistica descriptiva; para las variables edad e IMC se calcularon
media, moda, mediana y medidas de dispersion (desviacion estandar, varianza, rango
intercuartil y limites del rango intercuartil). Para las variables cualitativas (sexo, obesidad,

sobrepeso) se calcularon proporciones. El andlisis se realiz6 con el programa Excel 365.
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7. ASPECTOS ETICOS

El presente proyecto cumplioé con todos los lineamientos legales y normativos para
la investigacion en Salud.

Todas las practicas clinicas en investigacion cumplieron con el estandar
internacional ético y de calidad; el estudio proporciono garantia publica de los derechos, la
seguridad y el bienestar de los participantes, y fue acorde a los principios que tienen origen
en la declaracién de Helsinki.

Ademas de esto, se respetd el marco juridico en investigacion en salud, la ley
general de salud, que en su titulo quinto esta relacionado con la investigacion para la salud,
Se acato el reglamento en materia de investigacion para la salud y la NOM-012-SSA3-2012
que menciona los criterios para la ejecucion de proyectos de investigacion en seres
humanos.

En la investigacion que se realizd, a los voluntarios se les dio y ley6 una carta de
consentimiento informado en donde se informé el como se realizaria la prueba, los riesgos
y el cédmo se utilizarian sus muestras, al igual que se menciond que se mantendria su

confidencialidad en todo momento,
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8. RECURSOS
8.1 Recursos humanos

Las muestras que se utilizaron las proporcioné el laboratorio 12 de la Facultad de
Medicina de la UAEM. La extraccion y purificacion de las muestras de la serie B fueron
realizadas por miembros del Laboratorio de Medicina Transfusional y miembros del
Laboratorio de Biologia de Células Troncales de la Facultad de Medicina de la UAEM.
Para las series D y E, se realiz0 la extraccion y purificacion por miembros del laboratorio
11 de Biologia de Células Troncales de la Facultad de Medicina de la UAEM.

Los oligonucledtidos utilizados ademas de la secuenciacion del fragmento de union
al ADN se mandaron a sintetizar en la unidad de sintesis y secuenciacién del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.

8.2 Recursos materiales
Tabla 15. Recursos materiales

Instalaciones Laboratorio 11 de “Biologia de células
trocales de la Facultad de Medicina de la
UAEM
Unidad de diagndstico y medicina
molecular. “Dr. Ruy Pérez Tamayo” de
Hospital del Nifio Morelense (HNM)
Instrumentos Biodrop

Termociclador

Camara de electroforesis

Transiluminador

Savant
Materiales y reactivos Agarosa

Amplificasa

Agua MilliQ

Buffer Amplificasa

Buffer de carga
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Buffer de corrida TBE

dNTPs (Nucleétidos)

Etanol absoluto

Etanol al 70%

Fenol

Marcador de peso molecular 100pb
MgCl;

Oligonucledtidos CEBPa.
Oligonucledtidos GAPDH

Tubos para PCR

KIT Pwo SuperYield DNA Polymerase,
dNTPack de laboratorio Roche

8.3 Recursos financieros

Tabla 16. Recursos financieros

Servicio Costo unitario Costo total

Secuenciacion 10 USDs 1000 USDs de 100
muestras

Sintesis oligonucle6tidos  0.70 USDs 100.80 USDs de 3 pares de

oligonucledtidos
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9. RESULTADOS

9.1 Poblacion de estudio

De los 31 voluntarios cuyas muestras fueron analizadas para la busqueda de SNPs,
18(58%) correspondieron a mujeres y 13 (42%) a hombres (figura 6), con edades de 18 a
25 afios, media de 20.2 (D.E £ 1.8), mediana de 20 afios, rango intercuartil de 2, con limites
de este rango 21 y 19 afios,

Hombres
42%

Mujeres
58%

B Mujeres B Hombres

Figura 6. Porcentaje de hombres y mujeres presentes en la poblacion estudiada.

En cuanto al IMC de los voluntarios analizados, la media fue de 28.7 kg/m? (D.
E=+3.0) con valor minimo 25.1 y maximo 36 kg/m?, mediana de 27.5, rango intercuartil
4.2 y limites de éste 30.7 y 26.5. En mujeres, el valor minimo fue 25.1 kg/m? y el maximo
35.2 kg/m?, la media fue 28.3 kg/m? (DE=+2.7), con mediana de 27.4, rango intercuartil 3y
limites de 29.5 y 26.5. Para los hombres, los valores minimo y méaximo fueron 25.1 kg/m? y
36 kg/m?, la media 29.1 kg/m? (DE=+3.5), la mediana 28.1, limites del rango intercuartil
32.7'y 26.2 con su rango correspondiente de 6.5 (tabla 17).
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Tabla 17. Valores de IMC por sexo

m DE Me Valor Valor Q3 Q1

minimo | maximo

Total 28.7 3.0 27.5 25.1 36.0 30.7 26.5
Mujeres 28.3 2.6 27.4 251 35.2 295 26.5
Hombres  29.1 543 28.1 251 36.0 32.7 26.2

Los valores se expresan en Kg/m?, se presentan en medias (m), desviacion estandar (DE), mediana (Me),
primer cuartil (Q1) y tercer cuartil (Q3)

En la poblacion de estudio, 74.2% tuvo sobrepeso y 25.8% obesidad. Con respecto a
mujeres el 69.2% tuvo sobrepeso y 30.8% obesidad. En hombres, los porcentajes

respectivos fueron 77.8% y 22.2% (Figura 7).

Distribucion de sobrepesoy
obesidad en |la poblacion de estudio

B SOBREPESO mOBESIDAD

100.00
80.00
60.00
40.00

20.00

0.00
HOMBRES MUJERES

Figura 7.. Distribucion de sobrepeso y obesidad en la poblacion de estudio.

9.2 Evaluacidn de la concentracién de ADN y pureza

Se evalu6 la concentracion del ADN y la pureza de las muestras almacenadas de las
3 bases de datos, el promedio de la relacion 260/280 fue de 1.836, el valor minimo que se
obtuvo fue de 1.327 y el méaximo de 2.298. para determinar la pureza la relacion 260/280,
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se considerd un valor de pureza adecuada mayor a 1.8 y lo presentaron el 55% de las
muestras, el valor de pureza aceptable debia ser mayor a 1.6 y el 34% de las muestras
presentaron esos valores. Se present6 contaminacion en el 11% de las muestras (tabla 18).

En cuanto a la relacion 260/230 el promedio fue de 0.827, con un valor minimo de 0.073 y
un maximo de 3.79. En esta relacion se considera contaminacion por sales o fenoles cuando
es menor a 1.5, como se puede observar en la tabla 18 el 66% de las muestras estaba
contaminada; esto puede deberse a condiciones de almacenamiento ademés de que puede
influir la heterogeneidad en la toma de las muestras y que en el proceso de purificacion de
ADN de la serie B se utilizd bolsas con muestras leucocitarias de 9 afios de

almacenamiento.

Tabla 18. Pureza y contaminacion de muestras.

A260/280 A260/230
PROMEDIO 1.836 PROMEDIO 0.827
DESVIACION 0.207 DESVIACION 0.849
MiNIMO 1.327 MiNIMO 0.073
MAXIMO 2.298 MAXIMO 3.791
A260/280 F % A269/230 F %
PUREZA
PUREZA ADECUADA 55 55 ADECUADA 30 30
PUREZA
PUREZA ACEPTABLE 34 34 ACEPTABLE 4 4
CONTAMINACION
CONTAMINACION POR SALES O
DE PROTEINAS 11 11 FENOLES 66 66
TOTAL 100 100 TOTAL 100 100

9.3. Evaluacion de la amplificacion: PCR

Después de la determinacién de la integridad de las muestras, se requirio evaluar la
capacidad de amplificacion de las muestras de ADN, por lo cual se realiz6 un PCR punto
final con oligonucleétidos de GAPDH. Como control positivo se utilizé un ADN purificado
que ya habia sido anteriormente estandarizado, y de control negativo se emple6 agua
inyectable. Para las 3 series (B, D y E) se logro6 la amplificacién del 100% de las muestras,

por lo tanto, el ADN cont6 con la calidad suficiente para realizar PCR punto final a pesar
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del nivel de contaminacion mostrado de proteinas, sales o fenoles ademas de que ya se

habia realizado el analisis de la degradacion.

9.4 Estandarizacion de PCR

Para la estandarizacién como se menciono en la metodologia se utilizaron curvas de
estandarizacion para determinar cuél era la mejor condicion para la amplificacion, debido a
que es una secuencia complicada de amplificar debido a que es un gen con mas del 70% de
guaninas y citosinas, no se obtuvo producto de amplificacion con el protocolo que se habia
estado empleando en el laboratorio, por lo cual se realizé una busqueda en la literatura de
PCR en secuencias ricas en Guaninas y citosinas y se encontrd que se utilizaban diferentes
aditivos y Kits de amplificacion, por lo que se realizaron diferentes curvas con aditivos

como se menciono en la metodologia.

Al no obtener producto de amplificacion en ninguna curva y con ningun aditivo se
realizaron tres PCR con el kit Pwo SuperYield DNA Polymerase, dNTPack que cuenta con
una enzima recombinante Pwo DNA polimerasa y tiene una solucién tampon que ayuda a
qgue la enzima tenga mayor rendimiento y fidelidad. Ademas de que tiene una buena
estabilidad térmica, su vida media es de mas de 2 horas a mas de 100°C por lo que se puede
utilizar en condiciones mayores de 95°C que son las que se requieren utilizar en este gen. A
diferencia de la enzima que se habia utilizado con anterioridad la Amplificasa de
Biotecmol, esta enzima tiene una vida media de 10 minutos a 98°C. %

La primera reaccion fue con los oligonucledtidos F2 y R2, la segunda reaccion fue
con el oligonucledtido F2 y el oligonucledtido R1, y la tercera reaccion fue el
oligonucledtido F1 y el oligonucledtido R2, se siguié el protocolo del fabricante y se
obtuvo producto de amplificacion en las tres combinaciones de oligonucledtidos; esto
indica que el disefio de los oligonucle6tidos era correcto y el tener una enzima que sea de
alta estabilidad, mayor rendimiento y fidelidad era necesaria para la amplificacion del sitio
de unién al ADN de CEBPa.

En la figura 8 se puede observar el gel de agarosa de las PCR realizadas; en las tres
condiciones hubo amplificado. En el carril 2 el producto de amplificacion era de 638 pb, y
se puede observar una banda muy definida e intensa, esto nos indica una gran cantidad de

producto de amplificacion del tamafio aproximado esperado. En el carril 3 el producto de
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amplificacion esperado es de 840 pb y se puede observar que también se encuentra el
producto deseado, se nota varias bandas debajo de los 300 pb por lo que indica que hubo
productos inespecificos y se nota también algunas bandas por debajo de los 100 pb eso
indica que son dimeros de iniciadores. En el carril 4 el producto de amplificacion esperado
es de 359 pb y se puede observar una banda definida e intensa en ese tamafio, pero ademas
se observar diferentes bandas por debajo de los 300 pb lo que nos indica inespecificidades

al igual que dimeros de iniciadores.

800 pb _

P 840 pb
600 pb 638pb
300 pb 359 pb

Figura 8.Gel de agarosa al 2% de productos de amplificacion con el kit comercial Pwo SuperYield DNA
Polymerase, dNTPack. Carril 1, marcador de peso molecular de 100 pb. Carril 2, oligonucleétidos reportados
(639 pb). Carril 3, oligonucledtido sentido reportado y oligonucleétido antisentido disefiado (840 pb). Carril
4, oligonucledtido sentido disefiado y oligonucle6tido antisentido reportado (359 pb).

Por consiguiente, las condiciones en las que se realizd la amplificacion de las
muestras para la determinacion de SNPs de CEBPa fueron temperatura de alineamiento
60°C, con el Kit Pwo SuperYield DNA Polymerase, dNTPack, utilizando los
oligonucleotidos reportados ya que con este par no se observaron inespecificidades ni

dimeros de iniciadores.

9.5. PCR punto final de las muestras

Una vez realizado el PCR punto final se realiz6 un gel de agarosa al 2% para
determinar si hubo producto de amplificacion. En la figura 9 hay una imagen representativa

de 10 muestras utilizadas en el proyecto con sus respectivos controles positivo y negativo,
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se puede observar que el tamafo corresponde a 638 pb que es el tamafo esperado y se
observa bien definida. (Figura 9). Por consiguiente, se pudo seguir el proceso de

purificacion para su posterior secuenciacion.

CONTROL NEGATIVO

4‘ B-UDMM-447
; B-UDMM-440
B-UDMM-420
B-UDMM-418
| B-UDMM-405
_| B-UDMM-402
"4 B-UDMM-391
4 B-UDMM-372
" B-UDMM-371
B-UDMM-364
' CONTROL POSITIVO

638 pb
600 pb

Figura 9. Productos de PCR punto final del gen CEBPa a partir de muestras de ADN de la base de datos
B. Gel de agarosa al 2%. Se colocaron 3uL de muestra, 3uL de buffer de carga. La corrida electroforética se
realiz6 a de 220 V por 40 minutos.

9.6 Purificacion del producto de PCR

Se llevé a cabo la purificacion de 31 muestras de ADN, por el método de
purificacion en gel y extraccion por fenol de los productos de PCR de CEBPa.Como se
muestra en la tabla 19 para determinar la calidad de las muestras purificadas, se obtuvieron
los datos de la relacion 260/280, 260/230 y la concentracion de éstas; en la relacion
A260/280 el promedio fue de 1.440, con un valor minimo de 1.233 y un maximo de 2.056.
En cuanto a pureza adecuada solo el 2.88% lo obtuvo y el 19.44% tuvo una pureza
aceptable, el 77.78% de las muestras mostraban una contaminacion con proteinas. En
cuanto a la relacion 260/230 el promedio fue de 1.283 con un valor minimo de 0.367 y un
maximo de 2.074, el 8.33% de las muestras tiene una pureza adecuada, el 11.11% tuvo una
relacién adecuada y el 80.56% estuvo contaminada con sales o fenoles. En cuanto a la
concentracion, en 100% de las muestras se obtuvo la concentracion necesaria para la

secuenciacion.
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Tabla 19.. Pureza y contaminacion de muestras purificadas del proyecto.

A260/280 A260/230

PROMEDIO 1.440 PROMEDIO 1.283
DESVIACION 0.195 DESVIACION 0.367
MiNIMO 1.233 MiNIMO 0.142
MAXIMO 2.056 MAXIMO 2.074
A260/280 F % |A269/230 F %
PUREZA ADECUADA 1 | 2.78 | PUREZA ADECUADA 3 | 833
PUREZA ACEPTABLE 7 | 19.44 | PUREZA ACEPTABLE 4 1111
CONTAMINACION DE
PROTEINAS CONTAMINACION POR SALES O

28 | 77.78 | FENOLES 29 [80.56
TOTAL 36 | 100 |TOTAL 36 | 100

9.7. Determinacion del tamafio del producto de PCR purificado

Después de la cuantificacion y la determinacion de la pureza de los productos de

PCR de CEBPa, se tenia que comprobar que el tamafio correspondiera a los 638 pb y que el

producto de PCR estuviera integro. Para esto, se realizé un gel de agarosa al 2% y se

cargaron 100 nanogramos por muestra. En la figura 10 se muestra un ejemplo de 8 de las

muestras, en donde se puede observar que todos los casos tuvieron una banda bien definida

de 638 pb y no hubo degradacion. Por lo cual pudieron ser utilizados para su secuenciacion.
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D-UDMM-60
D-UDMM-24
D-UDMM-57
D-UDMM-79

633 pb

Figura 10. Gel de agarosa de productos de purificacion de PCR del gen CEBPa

9.8 Secuenciacion

Después de conocer la calidad de los productos de PCR purificados, se enviaron
para su secuenciacion 31 muestras a la unidad de sintesis y secuenciacién de ADN del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, campus Morelos. Se enviaron con oligonucleétido
F2, R2 y F3anteriormente sefialados En las secuencias con F2 y R2 no se obtuvieron
secuencias de alta calidad debido a que se encuentran en zonas complicadas debido a la
formacion de homodimeros de la secuencia y su alto porcentaje de guaninas y citosinas; En
cuanto al oligonucle6tido F3 se eligié debido a que es el oligonucleétido mas cercano a la
region de unidn al ADN del gen CEBPa, con este oligonucledtido se lograron secuencias de

buena calidad.
9.9. Evaluacion de la calidad de la secuencia

Se llevo a cabo la evaluacion de la calidad de las secuencias obtenidas por medio
del software Sequence Scanner v2.En la figura 11 se puede observar un ejemplo de la
secuencia D-UDMM-075 en donde se muestra el valor de QV, en color azul se observan las
bases que estan por arriba de 20, en rojo las que estan por debajo, en este caso, a pesar de
que hay bases por debajo de 20 los picos se muestran bien definidos y por arriba de 500

RFUs, también se puede observar como se visualiza una variante genética en el
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electroferograma en donde hay un solapamiento en una misma posicion, en este caso se
trata de una variante heterocigota, porque se observan dos picos en una posicién, cuando
solo hay un cambio en la secuencia sin la presencia de dos picos se trata de una variante

alélica homocigota..

D-UDMM-075

Coordinates (xy) | 2079218

1500 1550 1600 150 1700 1750 1800 1850 1300 1950

Secuencia
de
nucledtidos

il 11 BERRERE I
GGCGGCAGCGGCGHMGGGCAAGGCCAAGAAGT CGGTGG
2o 25 B0 15 Ho s 150 55 80
1 1 1 1 1 L 1 1

Valor Qv

A= Adenina
G=Guanina
X A C=Citocina

< T=Timina

RFUs

Figura 11. Electroferograma de la secuencia D-UDMM-075. La flecha azul indica un polimorfismo C >A
con codigo IUPAC “S”. Las barras QV con valores >20 se presentan en la parte superior de color azul
cuando son mayores de 20 y rojos menores de 20. Los colores de los picos corresponden a un nucleétido:
verde para Adenina, negro para Guanina, azul para Citocina y rojo para Timina. Las RFUs (Unidades
Relativas de Fluorescencia) tienen valores mayores de 500. El programa utilizado fue Sequence Scanner v.2.

De las 31 secuencias se obtuvieron picos bien definidos, sin solapamiento entre
ellos. Como se puede observar en la tabla 20, el promedio de bases que obtuvieron un QV
por encima de 20 fueron 128, el valor minimo fue de 72 y el méximo de 142 pb, el
porcentaje de bases confiables fue de 89.67%, el minimo de 72.59% y el maximo de
97.93% y las bases que pudieron ser leidas fueron de 143.1 pb, el valor minimo fue de 98 y
el maximo de 145 pb. Todas las secuencias analizadas obtuvieron un porcentaje superior al

70% por lo cual pueden ser utilizadas para los siguientes analisis.

Tabla 20. Calidad de las secuencias QV.

Qvz 20 iﬁ:::ﬁe Bases leidas
Promedio 128.63 89.67 143.1
minimo 72 72.59 98
maximo 142 97.93 145
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9.10. Alineamiento de secuencias con BLAST

Después de determinar la calidad de las secuencias se realizd un alineamiento
BLAST para cada secuencia con la secuencia de referencia utilizada para el disefio de los
oligonucleotidos, la NG_012022.1. En este analisis se determinG si el producto de
amplificacion corresponde a CEBPa, un ejemplo es lo que se puede observar en la figura
12 correspondieron a la secuencia CEBPa en un 100% ya que en este caso no existid

ninguna variante genetica.

& Download v GenBank Graphics

Homo sapiens CCAAT enhancer binding protein alpha (CEBPA), RefSeqGene (LRG_456) on chromosome
Sequence ID: NG_012022.1 Length: 9591 Number of Matches: 1

Range 1: 5800 to 5962 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
302 bits(163) 5e-78 163/163(100%) 0/163(0%) Plus/Plus

Query 1 GCCCGTGCCCAGCCCGLACCCCGLGCCCGLGCTCGATGCCGLCGRICTGRCCAGRCCCTEG 68

Sbjct 58080 GCCCGTGCCCAGCCCGCACCCCGOGCCCGCGCTCRATGCCGLCGRICTRCCAGRCCCTGG 5859

Query 61 CAGCGCGCTCAAGGGRGLTGGLRCGCCGLGCACCCCGACCTCCGCGLGAGTGGCGGCAGLCGG 128

Sbjct 5860 CAGCGCGCTCAAGGGGLTGGLCGCCGLGCACCCCGACCTCCGCGCAAGTGGCGRCAGCGG 5919

Query 121  CGCGGGCAAGGCCAAGAAGTCGGTGGACAAGAACAGCAACGAG 163

Sbjct 59280 CGCGGGCAAGGCCAAGAAGTCGGTGGACAAGAACAGCAACGAG 5962

Figura 12. Ejemplo del alineamiento de una secuencia con la secuencia de referencia NG_012022.1

9.11 Alineamiento multiple de las secuencias

Se realiz6 el alineamiento maltiple de las siguientes secuencias: B-UDMM-036, D-
UDMM-004, D-UDMM-010, D-UDMM-024, E-UDMM-029, D-UDMM-037, E-UDMM-
056, E-UDMM-057, E-UDMM-060, D-UDMM-061, D-UDMM-064, D-UDMM-066, D-
UDMM-069,D-UDMM-072, D-UDMM-075, D-UDMM-78, D-UDMM-088, D-UDMM-
105, D-UDMM-111, D-UDMM-122, D-UDMM-133, D-UDMM-142, E-UDMM-107, E-
UDMM-121, E-UDMM-132, E-UDMM-136, E-UDMM-146, E-UDMM-147, E-UDMM-
152, E-UDMM-161, E-UDMM-162 con la secuencia de referencia del GenBank
NG _012022.1y se ubicd el sitio de union al ADN.

84



De las 31 secuencias, 22 secuencias tuvieron al menos un cambio en un nucleétido. En las

figuras del anexo 1V y V se encuentran los SNPs encontrados por voluntario con su IMC.
9.11.1 Sitio de unién al ADN

En la figura 13 se muestra el alineamiento mdaltiple en el sitio de union al ADN; se
pueden observar 14 variantes, en la figura se puede observar recuadros blancos con un
cambio de una letra esto nos indica que hay una variante en ese sitio, y se puede observar
que hay una densidad alta de variantes de la posicion 57 a la 72, se encuentran 10 de los 14
SNPs.

Sitio de union al ADN

©
[}

T
| Iefelelel [elel e}

B-UDMM-036 M G TBGGTG e | b GGG GGGMGHET

D-UDMM-004 B G THcGTCEE GEEGGEET GGGl G| T8 ENcGGol¥ce
D-UDMM-010 - - = G TRGGTG cBEGCRET GGGl Gl TH ERcccolTGe
D-UDMM-024 - G| TEGGTG GGRET GGGl Gl T8 EMcccclTce
D-UDMM-029 B | TRGGTG) ccRET 666l 8 G| i cGGCRTGG
D-UDMM-037 - = G THGeTG GGRET GGG 4G T GGGGETGE
D-UDMM-056 - G TBGGTG GGRET GGG G T GGGGRTGE
D-UDMM-057 - I G| THGGT GGRET GGG B T8 BEccGoETGe Glis!
D-UDMM-060 - - G TBcoTcEE cBEGGEET GGG Gl T GGGGETGG
D-UDMM-061 E G| TRGGTG clllc T GG! JA G| T RGGGGETGG
D-UDMM-064 - B | THGGT cBEccRET [ e i GGGGRTGG
D-UDMM-086 - - K G TBcoT cBEccEET GGGl clcucuTl BNcccclIGe
D-UDMM-069 - - B [ THccr cBlccRET GGGl clclcvTl ENccccl¥ce
DUDMM072 « e oo e seeeceeeee seeeteece. seesceceee ceeceeceee eeeeeceece <oee---- (]

D-UDMM-075
D-UDMM-078
D-UDMM-088
D-UDMM-106
D-UDMM-111 -
D-UDMM-122
D-UDMM-133
D-UDMM-142
E-UDMM-107 -
E-UDMM-121
E-UDMM-132
E-UDMM-136
E-UDMM-146 - -
E-UDMM-147 -
E-UDMM-152
E-UDMM-161 - -
E-UDMM-162 -
CEBPA REFERENCIA-1

{
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Figura 13. Alineamiento multiple del sitio de unién al ADN de 31 muestras por medio del software CLC

viewer 2

De las 14 variantes encontradas 5 ya han sido reportadas en el GenBank (tabla 21)
pero no han sido asociadas con alguna patologia, es importante mencionar que las variantes
reportadas no se han encontrado en el 1% de la poblacion por lo cual no se consideran
SNPs sino mutaciones .Se encontraron variantes que tienen alta frecuencia como es la
variante en la posicion 6865 en donde hay un doble polimorfismo ya que se cambia una C
por una A y una C por una T y se encuentran en una frecuencia de 19.35 y 3.22%
respectivamente. La variante genética reportada que encontramos con mayor frecuencia fue

el reportado como Rs1275917470, en donde la variante reportada es el cambio de una G
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por una C (6.45%), pero en nuestra poblacién de estudio también se encontro el cambio de

una G por una A, (12.9%). Un caso importante es el de la variante en la posicion 5863 que

ya ha sido reportada como Rs1364096520, que se encontr6 en el 12.9% de nuestra

poblacién analizada siendo una variante homocigota en el cambio de una C por una G.

Tabla 21. SNPs encontrados en el sitio de union al ADN, del gen CEBPa

SNP Posicion Posicion en el Camb,io_ de Frecuencia Reportado
cromosoma gen nucledtido %

1 19:33,301,725 (5810 A por C (M) 6.45 No

2 19:33,301,690 [5835 GporT(K)  [3.22 No

3 19:33,301,687 |5838 C por T (Y) 3.22 No

4 19:33,301,679 |5846 C por T (Y) 3.22 No

5 19:33,301,669 5856 C por A 9.67 RE ool s
(M) Cambio por T

6 19:33,301,668 |5857 T por G 6.45 No

7 19:33,301,667 5858 GporA(R) [3.22 RS1555742056

8 19:33,301,663 (5862 G por C (S) 9.67 No

9 19:33,301,662 [5863 G por C 12.9 RS1364096520

10 19:33,301,660 (5865 g gg: ;((3) igzzs No

1 19:33,301,658 5867 g Eg: '2 ™M) éig RS1275917470

12 19:33,301,657 [5868 TporG(K)  [3.22 No

13 19:33,301,655 [5870 G por A 3.22 RS771005232
A por G (R) 6.45

14 19:33,301,654 |5871 A por G 6.45 No

En verde estan marcados los SNP reportados.

9.11.2. Resto de la secuencia

En la figura 14 se muestra el alineamiento multiple de la secuencia en donde se

encontraron 17 variantes a lo largo de la secuencia. Hay una densidad mayor de variantes

de la posiciéon 103 a la 110.
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Figura 14. Alineamiento multiple del resto de la secuencia de 31 muestras analizadas en el software CLC

Viewer 2

De las 17 variantes encontradas 7 ya han sido reportadas en el GenBank (tabla 22),

al igual que las encontradas en el sitio de union al ADN no han sido asociadas a patologias

y su frecuencia es menor al 1% por lo cual se les considera mutaciones. Se encontré una

variante nueva que esta presente en el 19.35% en la posicion 5907 en donde se cambia una

GporunaT.

Se encontraron variantes que tienen alta frecuencia como es la variante en la

posicion 6865 en donde hay un doble polimorfismo ya que se cambia una C por una A 'y

una C por una T y se encuentran en una frecuencia de 19.35 y 3.22% respectivamente. La

variante genética reportada que encontramos con mayor frecuencia fue el reportado como

Rs1275917470, en donde la variante reportada es el cambio de una G por una C (6.45%),

pero en nuestra poblacion de estudio también se encontr6 el cambio de una G por una A,

(12.9%). Un caso importante es el de la variante en la posicion 5863 que ya ha sido

reportada como Rs1364096520 y se encontrd en el 12.9% de nuestra poblacién analizada,

siendo una variante homocigota en el cambio de una C por una G. Se encontrd una variante

con el 9.67% que ya habia sido reportada en la posicion 5904 con el RS755401672, pero se
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encontré que ocurria un cambio de una C por una G, y en la poblacion estudiada se

encontrd el cambio de una G por una T.

Tabla 22. SNPs encontrados en el resto de la secuencia del gen CEBPa.

Posicion Posicion en el [Cambio de .
SNP L. Frecuencia Reportado
cromosoma gen nucleodtido

15 19:33,301,644 (5881 C por G 3.22 No
16 19:33,301,643 |5882 G por C(S) 3.22 No

G por C(S) 3.22
17 19:33,301,622 [5903 No

G por T (K) 9.67

C por T (Y) RS755401672
18 19:33,301,621 (5904 CporT 9.67

Por G

G por T (K) 3.22
19 19:33,301,620 [5905 No

G por C(S) 9.67

A por T (W)
20 19:33,301,619 [5906 9.67 No

A porT
21 19:33,301,618 |5907 G por T (K) 19.35 No
22 19:33,301,615 [5910 G por A (K) 6.45 No
23 19:33,301,604 |5921 G por A (R) 6.45 RS756632245
24 19:33,301,603 [5922 C por T (S) 3.22 RS1403352822
25 19:33,301,601 [5924 G por A (R) 3.22 RS1363412918
26 19:33,301,594 (5931 C por A (M) 6.45 RS767673311
27 19:33,301,591 (5934 G por A (M) 6.45 RS757273086
28 19:33,301,590 [5935 G por A (R) 3.22 No
29 19:33,301,577 |5948 A por T (W) 6.45 No
30 19:33,301,575 [5950 GporAR) 967 No
31 19:33,301,565 (5960 G por A (R) 6.45 RS1002344182

En verde estan marcados los SNPs reportados anteriormente

9.12 Predictor de dafio a la estructura y funcion de la proteina

Debido a que se secuencidé una region codificante que incluye el sitio de union al

ADN del gen CEBPa, un cambio en la secuencia de aminoacidos puede ser perjudicial para

su funcion debido a que el cambio de dichos aminoacidos puede originar un plegado
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diferente de la proteina y por lo mismo puede ocasionar que no realicen homodimeros o
heterodimeros con otras proteinas y no pueda unirse correctamente al ADN blanco y llevar

a cabo su funcioén.
9.12.1. Sitio de union al ADN

Para determinar si el cambio de nucleodtido afectaba la proteina de CEBPa se hizo la
traduccion de nucleodtido a proteina de las 22 secuencias en que se tuvo una variante
genética. En el sitio de union al ADN se encontraron 14 SNPs y de estos el 14.28% fueron
sinbnimos, es decir que no hay un cambio en la secuencia de aminoacidos Yy
correspondieron a los SNPs A5857G y G5862C. Se llevo a cabo una prediccion del dafio
con ayuda del Software PolyPhen-2%, y como se puede observar en la tabla 23, el 35.71%
de los cambios puede producir un cambio dafiino a la proteina, en la variante C5838T se
produce un cambio de una leucina que es un aminoacido alifatico por una fenilalanina que
es un aminoacido aromatico; en la variante G5858A se produce un cambio de una glicina
que es un aminoacido alifatico y por una serina que es un aminoacido polar sin carga; en la
variante T5868G se produce un cambio de una leucina que es un aminoécido alifatico por
una arginina, que es un aminoacido cargado positivamente, en la variante G5870A cambia
una glicina que es un aminoacido alifatico por una lisina que tiene una carga positiva, en la
variante A5871G cambia una lisina que tiene carga positiva por una arginina que es un
amino&cido cargado positivamente. EI 50% de los SNPs son benignos, es decir que el
cambio en la estructura de la proteina no causa un dafio, debido a que es similar a la
proteina nativa.

Tan solo se identifico que el SNP A5871G es dafiino y se expresa con una frecuencia de
16.12% en los voluntarios B-UDMM-036 y E-UDMM-121 que tienen obesidad.
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Tabla 23.Prediccion de dafio de la proteina de los SNPs encontrados en el sitio de unién

al ADN
: Cambio
SNP Car_nblp ple en la Homocigoto/Heterocigoto
aminoacido .
proteina
A Posible .
1 5810C SporR benigno Heterocigoto
2| G5h835T |G por V Pos!ble Heterocigoto
benigno
3|C5838T | A por V Pos!ble Heterocigoto
benigno
4 ¢ L por F Heterocigoto
5846T |~ P 9
5| C5856A | P por H Pos!ble Heterocigoto
benigno
6 T Sinénimo [ Heterocigoto
5857G g
7| G5858A Heterocigoto
81G5862C Sindnimo | Heterocigoto
9|G5863C | S por R EOS!b'e Homocigoto
enigno
C5865T Posible .
10 CE865A A por Q benigno Heterocigoto
11| C5867A | L por I Pos!ble Heterocigoto
benigno
12 (T5868G |L por R Heterocigoto
13| G5870A | G por K Homocigoto
14| A5871G (K por R Heterocigoto

90



9.12.2. Resto de la secuencia

En cuanto a la prediccion del dafio en la proteina en el resto de la secuencia que se
analizo (tabla 24), de los 17 SNPs encontrados en esta region el 23.52% son sinénimos, la
variante C5881G, G5905T, G5935A, G5950T. EI software PolyPhen-2 indico que el
23.52% de las variantes pueden provocar dafio, (G5910D, G5924A,G5948T,G5960A) La
variante G5910D cambia una glicina que es un aminoacido alifatico por un aspartato que es
un aminoacido cargado negativamente; el G5924A cambia una glicina que es un
aminoacido alifatico por una serina que es un aminoacido polar sin carga; el G5948T
cambia una lisina que es un aminoacido cargado positivamente por un codon de paro, es
decir que la proteina quedara trunca y no sera del tamafio correcto; la variante G5960A
cambia un glutamato que es un aminoacido con carga negativa por una lisina que es un
aminoéacido cargado positivamente. ElI 52.94% de los SNPs son benignos, es decir que el
cambio no seré drastico y ocasiona un cambio menor en la proteina y en la funcion.

Algo interesante es la variante G5948T que ocasiona un paro en la proteina, esta

s6lo se encontré en dos voluntarios con obesidad.
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Tabla 24.

Prediccion de dafio de la proteina de los SNPs encontrados en el resto de la

secuencia
: Cambio
SNP Car_nblp ple en la Homocigoto/Heterocigoto
aminoacido .
proteina
15(C5881G _ISinénimo Homocigoto
16| G5882C | A por P Pos!ble Heterocigoto
benigno
17 G5903C [A por L Posible |Heterocigoto
G5903T |A por F benigno | Heterocigoto
C Posible .
18 5904T A por V benigno Heterocigoto
19 (G5905T _Sinénimo Heterocigoto
20 [ A5906T |S por C kF:os!bIe Heterocigoto
enigno
21| G5907T | S por | Pos!ble Heterocigoto
benigno
22 [G5910A (G por D -Heterocigoto
23| G5921A|Apor T Pos!ble Heterocigoto
benigno
24 [C5922T A por V kF:os!bIe Heterocigoto
enigno
25|G5924A |G por S -Heterocigoto
Posible .
26 |C5931A (A por D beni Heterocigoto
enigno
27| G5934A K por R Pos!ble Heterocigoto
benigno
28 | G5935A Heterocigoto
29| A5948T Heterocigoto
30 | G5950T | Sinénimo | Heterocigoto
31 [G5960A [ E por K

Heterocigoto
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10. DISCUSION

Poblacion de estudio y prevalencia de sobrepeso y obesidad. Comparacion con datos
de la ENSANUT 2018-19

El objetivo principal de este estudio fue identificar nuevos SNPs en el dominio de
unién al ADN que codifica para el factor transcripcional CEBPa. Se utilizaron muestras de
un biobanco recolectado del 2008 al 2018 de voluntarios que se identificaban a si mismos
como sanos. De los 31 voluntarios en que se analizo el sitio de unién al ADN de CEBPa,
74.2% tuvieron sobrepeso y 25.8% obesidad. Si bien este estudio no incluyé voluntarios
con IMC normal, el porcentaje de personas con IMC elevado identificado en el total de
incluidos en las bases de datos mostrd una prevalencia de sobrepeso y obesidad mayor al
reporte mostrado en la ENSANUT 2018-19, que fue de 39.1% para sobrepeso y 36.1% para

obesidad, '3 (datos no mostrados).

Se ha reportado que la poblacion mexicana consume alimentos no recomendables,
el 85.8% consume bebidas no lacteas endulzadas, también se consumen alimentos como
cereales y botanas dulces con un 33.9% y 35.4% respectivamente . Si bien este factor ha
hecho que aumente considerablemente la prevalencia de sobrepeso y obesidad en México,
es necesaria la evaluacion de factores genéticos que participan en la ocurrencia de este

problema de salud.
Genes en la evolucion de la obesidad

Se ha postulado la presencia de “genes ahorradores” en el desarrollo de obesidad,
estimulados desde hace millones de afios, en que antepasados primates no tenian seguridad
alimentaria. Estos genes ocasionaban que se depositara grasa de forma eficiente para
ayudar con la época de hambruna por lo cual era ventajoso para nuestros antepasados
debido a que tenian reservas energéticas para sobrevivir. ° En la actualidad estos “genes
ahorradores” se han constituido en una desventaja debido a que ya tenemos a nuestra
disposicion una gran cantidad de alimentos y la deposicion de grasa ocasionada que esos
genes da como resultado obesidad y diabetes. 1%, Existen diferentes “genes ahorradores”
entre ellos el gen de la leptina y PPARy; ! ambos casos se han encontrado SNPs que

ocasionan obesidad en individuos.

93



Importancia de los SNPs

La importancia de los SNPs radica en su posibilidad de representar riesgos para
desarrollar enfermedades. En nuestro grupo de investigacion se ha trabajado con genes que
intervienen en el metabolismo de los lipidos como son PPARy, FOXOI1 y en este estudio
CEBPo. En ellos se ha encontrado una gran cantidad de variantes de un solo nucleétido en
poblacion con condiciones como obesidad, colesterol y triglicéridos elevados, y resistencia

a la insulina.
Variabilidad del sitio de unién al ADN.

El presente estudio tuvo como finalidad buscar nuevos polimorfismos de un solo
nucleotido en el dominio de uniéon al ADN de CEBPa. Se encontraron 14 variantes en esta
region de los cuales nueve no han sido reportadas en el GenBank!%? Las reportadas no se
han asociado a ninguna patologia debido a que no hay estudios previos de asociacion en
este sitio de la proteina. Se observo que hay una region que tiene una alta densidad de
variantes que va de la posicion 5854 a la 5871, en donde se encuentran 10 de las 14
variantes encontradas. Hay variantes que tienen altas frecuencias como la C6865A que
estuvo presente en el 19.35%. Se encontré6 un SNP que ya habia sido reportado
(Rs1364096520), con una frecuencia del 12.9% de nuestra poblacion siendo en todos los
casos un SNP heterocigoto, ademas es un cambio que produce una proteina con una
secuencia diferente, pero segun el programa Polyphen-2 se produce un cambio en la
proteina que es benigno, es decir que el cambio de la proteina no es drastico ya que los

aminoéacidos que cambian pertenecen al mismo grupo.

Es de hacer notar que a pesar de que se obtuvieron polimorfismos ya reportados por
el GenBank, la mayor frecuencia de polimorfismos se encontr6 en los reportados por
nuestro grupo, esto nos da un indicio que nuestra poblacion tiene un fondo genético
diferente al europeo que es donde se ha estudiado ese gen. También es importante notar que
en los estudios realizados por diferentes grupos de investigacion en Europa se ha
encontrado SNPs con frecuencias bajas, el que se ha encontrado con una frecuencia del

25,4% es el Rs34529039 asociado con cancer de ovario en poblacion polaca’
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Al relacionar las variantes encontradas con los datos antropométricos de los
voluntarios (datos no mostrados) se encontr6 que un voluntario (D-UDMM-133), a pesar de
no tener los niveles mas altos de IMC, tuvo la mayor cantidad de SNPs (6), pero compartié
4 variantes con los voluntarios con los IMC maés altos (T5857G, G5863C, C5865A vy
C5867G).

Otro dato importante es que hubo 5 variantes que se encontraron en pacientes con
los IMC mayores (G5863C, C5865A, C5867A, A5871G y T5857G) y estos pueden ser
posibles candidatos para ser analizados en busqueda de una asociacion para el desarrollo de

IMC mayor.

En el andlisis de prediccion de dafio y funcion de la proteina, se encontré que
14.28% de las variantes encontradas eran Sinénimos. Se ha observado en otros estudios en
el que el cambio del coddn puede ocasionar un cambio en los niveles de la proteina, esto se
da debido a que hay ARN de transferencia mas abundantes que otros, debido a que se

tienen mas repeticiones de estos en todo el genoma. "
Otros SNPs encontrados en CEBPa

En este estudio se logro determinar otros SNPs que no se ubicaron en este sitio de
union al ADN de CEBPa, pero si se localizaron en la region codificante del gen, lo cual
también es de importancia, debido a que un cambio en un nucle6tido puede ocasionar un
cambio en la secuencia de aminodcidos y provocar una proteina mal plegada. Se
encontraron 17 variantes en esta regién, de las cuales 10 son nuevas y 7 ya han sido
reportadas en el GenBank, siendo la variante G5907T la mas frecuente (19.35%). Hay una
variante en la posicién 6865 en donde hay un doble polimorfismo ya que se cambia una C
por una A y una C por una T y se encuentran en una frecuencia de 19.35 y 3.22%,

respectivamente.

En esta region del CEBPa al analizar la prediccion de dafio en la proteina, se
encontraron que el 23.52% de los SNPs son dafiinos, y en especial el SNP G5948T que
provoca un paro en la proteina, se encontré en los voluntarios con los IMC mayores (datos
no mostrados). Es de destacar que en estos dos casos se tratd un SNP heterocigoto, por lo

tanto, se tiene un alelo que puede provocar la proteina del tamafio adecuado. Se ha
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estudiado que CEBPa es muy importante para la homeostasis energética, Wang y
colaboradores demostraron que la proteina CEBPa es fundamental para el establecimiento
y mantenimiento de la homeostasis energética, en un estudio con ratones mutantes
homocigotos que carecian de la expresion de la proteina de CEBPa, en los cuales los
ratones después de 8 horas de nacidos morian por hipoglucemia debido a que no
almacenaron glucdgeno ,1% lo que muestra que cuando hay SNPs dafinos importantes
como el G5948T y no hay un alelo WT se puede provocar un dafio grave en el organismo,

que no puede llevar a cabo ninguna de sus funciones.
Posibles candidatos para estudios de asociacion

Se encontraron 31 SNPs en toda la secuencia analizada incluido el sitio de union al
ADN, de estos SNPs algunos fueron muy frecuentes y se muestran como candidatos para
realizar estudios de asociacién para obesidad. De ellos, el SNP A5871G es un SNP
potencialmente dafiino y fue el mas frecuente (16.12%) y se encontr6 en dos de los
voluntarios con el IMC mas alto. Otro posible candidato es el A5948T, que no se encuentra
en el sitio de unién al ADN, pero es un SNP que provoca una sefial de paro, ademas de que
se encontrd en los voluntarios con el mayor nimero de indice de masa corporal. Seria de
mucha importancia poder conocer la asociacion que tienen estos dos SNPs con sobrepeso y
obesidad y asi poder determinar el impacto para su constitucién como biomarcador o el
poder interpretar su participacion en la fisiologia en los procesos metabolicos involucrados.

96



11. FORTALEZAS Y LIMITACIONES

Este estudio permitio establecer un disefio para la amplificacion y secuenciacion de
estos genes ricos en GCs; su principal limitacion consiste en la cantidad de muestra de
ADN incluidas, aspecto que se vio condicionado por limitantes de tipo operativo que no
fueron atribuidas a una decision del grupo de investigacion. Ademas de ello, ¢l gen CEBPa
es rico en GCs por lo cual es mas complicado amplificarlo y secuenciarlo, y se requieren
insumos més costosos para llevarse a cabo.

Si bien es necesario considerar que las muestras analizadas han sido almacenadas durante
mucho tiempo, lo que podria afectar su calidad, todos los procedimientos de laboratorio
realizados se encuentran protocolizados y estandarizados y los resultados obtenidos de
estos cumplen con criterios de calidad esperados.

También, es necesario sefialar que la identificacién inicial de SNPs permitira determinar la

posible asociacion de dichas variantes con diversas patologias.
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12. CONCLUSIONES

Fue posible identificar 14 SNPs en el sitio de union al ADN del factor de transcripcion
CEBPa, de los cuales 9 de ellos no han sido reportados previamente, con frecuencias del
3.22% al 19.35%.
Se identificaron 17 SNPs en el resto de la secuencia que no correspondia al sitio de union al
ADN, de los cuales 10 no han sido reportadas previamente, con una frecuencia que va de
3.22% al 19.35%
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13. PERSPECTIVAS

Realizar un estudio de asociacién entre los nuevos SNPs detectados que tuvieron una alta

frecuencia en individuos con obesidad y sobrepeso

Realizar la identificacion de variantes alélicas en los dos sitios de transactivacion del gen

CEBPa en poblacion con obesidad y sobrepeso.
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15. ANEXOS

Anexo |. Consentimiento informado. Base de datos B

INSTITUTO DE SEGURIDAD Y SERVICIOS SOCIALES PARA LOS
i TRABAJADORES DEL ESTADO
CLINICA HOSPITAL “DR RAFAEL BARBA OCAMPO”

Puesto de Sangrado y Servicio de Transfusién

Laboratorio de Analisis Clinicos
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA USO DE MUESTRA DE
SANGRE EN INVESTIGACION BIOMEDICA

Investigadores Responsables: Dr. José Angeles Chimal, MC Veronica Andrade
Almaraz y Dr. Rafael Hidalgo Moreno
Institucién donde se realizard el estudio: Este protocolo de investigacion, es
responsabilidad de la Unidad de Diagndstico y Medicina Molecular “Dr. Ruy Pérez
Tamayo” /Hospital del Nifio Morelense, de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos en colaboracion con la Clinica
Hospital “Dr. Rafael Barba Ocampo” del Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales para los Trabajadores del Estado, de la Ciudad de HH, Cuautla, Mor.
Fecha: Cuernavaca, Mor. a 15 de junio de 2008.
¢, Qué debo saber acerca de este documento?
Este documento es parte de un proceso llamado Consentimiento Informado, en
el cual se le preguntara si quiere donar su muestra de sangre para que pueda ser
utilizada en investigaciones médicas, para que usted pueda decidirlo le daremos
toda la informacién que usted requiere saber para que tome la decision que usted
considere mejor para sus intereses.

+ Este documento explica la investigacion que se realiza y cual seria su

participacion.

« Por favor léala con cuidado y tome el tiempo que sea necesario para
entenderla.

* Por favor, haga preguntas en cualquier momento sobre cualquier cosa que
no entienda.

+ Usted es un voluntario. Si decide aceptar donar una fraccion de su sangre
para investigacion puede cambiar de parecer después. Puede decidir retirar
su muestra cuando usted quiera. No habra ningun problema si lo hace, no
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perderd beneficios, ni usted ni su familia, en caso de que decida no
participar.

+ Por favor pida al investigador responsable que le expliquen las palabras
gue usted no entienda.

¢Por qué se le esté pidiendo donar su muestra de sangre?
« Usted ha acudido al puesto de sangrado y servicio de transfusién

de la Clinica Hospital “Dr. Rafael Barba Ocampo” del ISSSTE, a fin
de donar sangre, con el fin de saber si usted puede donar sangre
se le ha tomado una muestra inicial en dos tubos. Normalmente,
una vez que se han hecho los estudios para saber si usted puede
ser donador, los tubos son destruidos. En esta ocasién, le estamos
preguntando si desea donar la sangre contenida en estos tubos
para ser usados como fuente de informacion bioldgica utilizada en
investigaciones biomédica.

« Adicionalmente, del procesamiento de la sangre que donara, se
obtiene un producto de desecho conocido como Buffy coat, el cual
no tiene ninguna utilidad y se elimina por incineracién, por lo se le
pide su autorizacion para que los investigadores principales o
personal que ellos designen utilicen este material para preparacion
de alicuotas de suero, extraccion y conservacion de material
genético para esta y futuras investigaciones.

* Su sangre es una fuente de informacién biolégica de gran utilidad para
mejor comprender los procesos que ocurren en el cuerpo humano. Las
investigaciones biomédicas que se realizaran usando su muestra de sangre
tienen el potencial de aportar conocimientos que permitan ayudar a
personas enfermas y/o a prevenir enfermedades.

+ Usted, deberd de sentirse satisfecho, pues al mismo tiempo que esta
donando sangre para salvar al menos hasta cuatro vidas, también esta
colaborando a conocer mejor muchos de los procesos que se llevan a cabo
en el cuerpo de una persona sana.

¢, Quiénes estan participando en este banco de informacién?
+ Se van incorporando nuevos donadores de manera continua y de forma

aleatoria, es decir al azar.

¢,Debo hacer algo antes de saber si puedo participar? No
¢, Qué pasara si me uno a estainvestigacion?
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e Se tomara de una vena de su brazo una cantidad de sangre que equivale
aproximadamente a 10 cucharadas de sangre, su sangre sera almacenada
en dos tubos y podrd ser utilizada por investigadores autorizados por la
Unidad de Diagnostico y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina de
la Universidad Autonoma el Estado de Morelos, para realizar
investigaciones biomédicas de utilidad para la sociedad morelense. No se
requerira de ninguna otra participacion posteriormente.

¢, Cuales son los riesgos y molestias de participar en el estudio?

No existen riesgos previsibles de donar su muestra de sangre. La toma de
muestra de sangre a partir de su vena se hara en condiciones higiénicas. La toma
de muestra puede ocasionar mareo, sudoracion, desmayo, baja de presion,
moretones. El donar su sangre para investigacion biomédica no implica mayores
riesgos que la razon inicial por la cual usted acudio a donar sangre.

¢Hay beneficios derivados de participar en el estudio?

No hay ningun beneficio directo para usted de donar su muestra de sangre para
investigacion biomédica. Los resultados de las investigaciones que usen su
muestra podran ser de beneficio para la sociedad morelense en caso de resultar
exitosas y es posible que usted o sus hijos puedan beneficiarse de ellas en un
futuro. Sin embargo Ud., tiene el derecho de conocer los resultados parciales de
los estudios de laboratorio que se realicen con su muestra, los cuales podra
solicitar después de 15 dias de su donacion de sangre.

¢A quién debo solicitar los resultados de los examenes practicados a mi
muestra?

Usted podra acudir en el tiempo antes mencionado, al puesto de sangrado y
servicio de transfusion de la clinica Hospital “Dr. Rafael Barba Ocampo” del
ISSSTE con el Dr. Rafael Hidalgo Moreno, responsable de este servicio, quien con
gusto le entregara sus resultados y si es necesario le dar4 una interpretacion de
los mismos.

¢ Tendré gastos de participar en este estudio? No, no tendra ningln gasto.

¢ Tendré remuneracion econdémica por donar mi muestra de sangre?

No, no hay ninguna remuneracién econémica por participar en este estudio. Su
participacion es enteramente altruista, en beneficio de las investigaciones
cientificas que se realizan en nuestro estado y en beneficio para la sociedad.
¢Puedo retirar mi muestra de sangre posteriormente?

Si posteriormente usted decide que no quiere que su muestre continde disponible
para su uso en investigacion biomédica, usted podra indicarlo al investigador
responsable, el cual inmediatamente procedera a retirarla y destruirla.

¢,Como protegen mi privacidad?

Los datos personales de las muestras no estaran disponibles para los
investigadores que las usen, por lo que ningun investigador podra saber a quién
pertenecen, de esta manera protegemos su confidencialidad. El tiempo que pueda
usarse su muestra bioldgica es indefinida. El investigador principal o personal
designado me han dado la seguridad de que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y que los datos
relacionados con mi privacidad serdn manejados en forma confidencial.

¢A quién me debo dirigir para hacer preguntas?
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Si usted tiene alguna pregunta en este momento o en cualquier momento, ain
después de haber donado su muestra de sangre puede dirigirse al investigador
responsable. Lo puede contactar en:

Dr. José Angeles Chimal

Unidad de Diagnéstico y Medicina Molecular

Facultad de Medicina

Universidad Auténoma del Estado de Morelos

Tel: (01) 777 10 20 583 de 16 a 21:00 hrs

Correo electronico: chimal@buzon.uaem.mx

Dr. Rafael Hidalgo Moreno

Puesto de Sangrado y Servicio de Transfusion

Clinica Hospital “Dr. Rafel Barba Ocampo” de la Ciudad de Cuautla, Mor.
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los Trabajadores del Estado
Tel: (01) 735 de 8:00 a 14:00 hrs

Correo electronico:

MC. Verdnica Andrade Almaraz
Responsable del Laboratorio de Analisis Clinicos
Clinica Hospital “Dr. Rafel Barba Ocampo” de la Ciudad de Cuautla, Mor.
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los Trabajadores del Estado
Tel: (01) 735 de 8:00 a 16:00 hrs
Correo electronico:
¢, Qué significa su firma en la forma de consentimiento informado?
+ Su firma en este documento significa que:
— Usted entiende la informacion descrita en el documento.
— Acepta la responsabilidad y consecuencias indicadas en el
documento.
— Acepta participar en el estudio, libre de influencias
— Participa en este estudio de manera voluntaria
— Sus preguntas han sido contestadas a su entera satisfaccién
— No dejara de ejercer sus derechos al firmar el documento.

Por lo cual, manifiesto que he leido y comprendido los términos del
consentimiento informado y otorgo al investigador responsable o personal
gue el designe, mi autorizacién para que las muestras de sangre antes
descritas, sean utilizadas en la investigacion biomédica basica.

Cuernavaca, Morelosa del mes de del 2008
Nombre del Donador Firma
Nombre del médico seleccionador: Firma
Dr. Rafael Hidalgo Moreno

Testigos

| Nombre: | Firma
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MC. Verdénica Andrade Almaraz

Domicilio Teléfono
Intrépidos de Asturias y Loberas #7, Col. | 7772185697
Centro, Cuautla, Mor.

Nombre: Firma
Maritza Barranco Barreto

Domicilio Teléfono

M. Matamoros #4, Col. Centro, Tlacotepec,
Mor.

01 7311704056

Anexo 1. Consentimiento informado. Base de datos D

ESTUDIO DOEM

(DETECCION OPORTUNA DE ENFERMEDADES METABOLICAS)
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) Autorizé
Dr. José Angeles Chimal

CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Elaboro
Dr. José Angeles Chimal
Facultad de Medicina (UAEM)

Reviso
Dr. José Angeles Chimal
PITC Facultad de Medicina (UAEM)

Por medio de la presente, yo con acepto
participar en el proyecto de investigacion: “DETECCION OPORTUNA DE
ENFERMEDADES METABOLICAS (DOEM)”, estudio observacional, registrado ante
el Comité Local de Etica en Investigacion de la Universidad Auténomas del Estado de
Morelos, con el nimero CEl — 0003-2014. EI objetivo de este estudio es detectar
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marcadores de riesgo bioquimico, somatométrico o genético para el desarrollo de
enfermedades metabodlicas o complejas, como la obesidad, enfermedad cardiovascular,
sindrome metabolico y/o diabetes, o las que en el futuro se determinases. Estoy enterado(a)
de que la obesidad y resistencia a la insulina, entre otros parametros bioquimicos, estan
asociadas a otras anormalidades por lo que es importante conocerlas. Se me ha explicado
que mi participacion en la investigacion consiste en autorizar:

a) Que se me realice una somatometria completa: peso, talla, didmetro de cadera,
didmetro de cintura, didmetro de brazo, de mufieca y de cuello. Ademas, que se
obtenga mi composicion corporal por bioimpedancia.

b) Que a la muestra que se me tomo le sean cuantificadas: glucosa sérica en ayuno,
hemoglobina glucosilada, colesterol total, perfil de lipidos completo.

c) Ademaés, contestaré preguntas adicionales a la historia clinica que me hizo el
médico pasante en servicio social.

d) Que se conserven muestras de sangre o sus fracciones para futuros estudios,
bioquimicos o genéticos, cuyos hallazgos me seran notificados en su oportunidad.

Declaro que se me ha informado ampliamente que los riesgos e inconvenientes adicionales
que representa el estudio son aquellos asociados a la toma inicial de las muestras
sanguineas como parte del proceso de flebotomia, pero no relacionadas con este protocolo,
es decir, no se realiza ninguna otra puncién venosa para este estudio.

Los investigadores me mantendran informado acerca de los resultados. Los cuales de ser
posible me seran entregados al momento en que estos se encuentren disponibles o la fecha
que sea sefialada por el personal de la Facultad de Medicina.

Manifiesto que mi participacion es voluntaria, sin remuneracion econémica y entiendo que
conservo el derecho de negarme a participar en el estudio o retirarme del mismo, sin que
ello afecte el proceso de entrevista médica y control de mi salud en la Facultad de
Medicina.

El investigador me ha asegurado que mis datos serdn manejados en forma confidencial en
las presentaciones o publicaciones de este estudio y que en todo momento se respetard mi
privacidad, y me ha proporcionado su numero telefonico para cualquier duda 777 3 29 79
48 con el Dr. José Angeles Chimal.

Nombre y firma del probando Dr. José Angeles Chimal
Investigador Principal

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo
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Anexo I11. Consentimiento informado. Base de datos E
ESTUDIO DOEM
BASE DE DATOS PARA IDENTIFICAR EL GENOMA DIABESOGENICO DEL
ESTADO DE MORELOS

CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Elaboro
QBP.Gabriela Salgado Cortez r
Facultad de Medicina (UAEM)

Reviso
Dra. Luz Maria Gonzalez Robledo
PITC Facultad de Medicina (UAEM)

Autorizé
Dr. Jesus Santa Olalla Tapia

Estimado participante:
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Se le esta pidiendo que participe en un estudio de investigacion. Antes que tome
una decision, es importante que entienda por qué se estad realizando la
investigacion, lo que esta involucrara, asi como los posibles beneficios, riesgos y
malestares. Por favor tbmese su tiempo para leer detalladamente la siguiente
informacion y discutirla con el investigador asociado, si asi lo desea.

Se esta realizando un estudio cuyo titulo es: “identificacion de nuevos
polimorfismos en el dominio unién al ADN en PPARy y su frecuencia en
dislipidemias en voluntarios jovenes Del Estado de Morelos” el cual forma
parte de un proyecto mas amplio titulado “base de datos para identificar y
genoma diabesogénico en Morelos” Estudio registrado y aprobado ante el
comité local de investigacion del Instituto Mexicano del Seguro Social con los
ndamero R-2007-1701-12, Y registrado en la Facultad de Medicina con el niumero
2017-77. la finalidad del estudio es identificar variantes de genes para ser
empleados como marcadores de riesgo bioquimico, somatométrico y/o genético
para el desarrollo de enfermedades metabdlicas, como la obesidad, dislipidemias,
diabetes, hipertension, sindrome metabdlico y/o enfermedad cardiovascular, o con
las que en el futuro se determinen. La obesidad y la resistencia a la insulina, entre
otros parametros bioquimicos, estan asociados a anormalidades cardiovasculares

por lo que es importante conocerlas.

Si decide patrticipar en el estudio, usted autoriza lo siguiente:

a) Que se le realice una somatometria completa la cual consiste en la
medicién de peso, talla, diAmetro de cadera, diametro de cintura, diametro
de brazo, diametro de mufieca y cuello y compaosicion corporal.

b) Que se tomen muestras de sangre por venopuncion, con un total de 20 ml,

para cuantificar: glucosa sérica en ayuno y perfil de lipidos que incluye
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colesterol total, triglicéridos, colesterol HDL y LDL. Ademds, se utilizara
para purificacion de acidos nucleicos para estudios genéticos.

c) Que responda un cuestionario con preguntas sobre sus datos personales,
Sociodemograficos, antecedentes hereditarios de la familia, preguntas
relacionadas a enfermedades actuales o previas, habitos y estilos de vida

d) Que se conserven en sus muestras de sangre a Sus reacciones para
futuros estudios, bioquimicos o genéticos, Cuyos hallazgos le seran

notificados en su oportunidad.

Los riesgos e inconvenientes que representa el estudio son minimos y estan
asociados a la forma inicial de las muestras sanguineas. Estas pueden llegar a
causar un ligero dolor qué desaparecerd inmediatamente, sensacién de mareo
generalmente es causado por nerviosismo o estrés, por lo cual se recomienda
mantenerse tranquilo y permanecer sentado y, en algunos casos, puede
presentarse un moreton en el sitio de puncién que no pone en peligro su brazo y
no requiere de tratamiento, Esta desaparecera entre 1 y 2 semanas. En cuanto a
las preguntas de los cuestionarios, si alguno le hace sentir incobmodo (a), tiene el

derecho de no responderla.

Los investigadores le entregaran los resultados de las pruebas realizadas en la
fecha que sea sefialada por personal de la Facultad de Medicina. En el caso de
encontrar valores alterados en las pruebas bioquimicas, se le indicard que acuda
con su médico familiar o de preferencia, para su valoracion, diagnostico y toma de

decisiones.

Su participacion es voluntaria y si bien no recibirdn ninguna remuneracion
econdémica, usted obtendra como beneficio los resultados de las pruebas
bioguimicas, genéticas y somatométricas. Ademas, usted conserva el derecho de

negarse a participar en el estudio retirarse del mismo en cualquier momento, sin
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gue ello afecte el proceso de entrevista médica y control de su salud o situacién

académica en la Universidad autbnoma del Estado de Morelos.

El investigador le asegura que sus datos serdn manejados en forma confidencial
mediante la asignacion de un codigo Unico que sera utilizado tanto en las pruebas
bioquimicas como en las mediciones somatométricas, genéticas y cuestionarios
para evitar que sus datos personales aparezcan. De esta manera, se mantendra
su anonimato en las presentaciones o publicaciones que se realicen en el

presente estudio respetando en todo momento su privacidad.

En caso de duda podra realizar todas las preguntas para lo cual se le
proporcionara numero telefénico para cualquier duda del investigador responsable
777 3 29 70 00 ext. 3469 Con el Dr. Jesius Santa Olalla Tapia o al correo

electrénico jsa@uaem.mx.

Antes de firmar le pedimos que nos manifieste cualquier duda o pregunta referente
a este estudio.

Su firma indica su aceptacion a participar voluntariamente en la presente

investigacion.

ALINEAR LOS NOMBRES

Nombre y firma del participante Dr. Jesus Santa Olalla Tapia
Investigador principal

QBP. Gabriela Salgado Cortez
Investigadora asociada
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Nombre y firma del testigo

testigo

Datos de contacto del paciente:

NUmero de teléfono:

Nombre y firma del

Correo electrénico:
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Anexo IV. SNPs encontrados en el sitio de unién al ADN por voluntario

VOLUNTAR!
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Anexo V. SNPs encontrados en el resto de la secuencia por voluntario

VOLUNTAR
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