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Resumen

Actualmente el pais se encuentra ante una
problematica importante en salud publica: el aumento
en la prevalencia de las enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT), lo que ha derivado en un
incremento en el gasto econémico en materia de salud.
Por lo que surge la necesidad de identificar nuevas
estrategias de estratificacion de riesgo a ECNT y
disefiar mejores estrategias de prevencion y de
tratamiento. En la busqueda de marcadores de riesgo
se ha logrado identificar algunos polimorfismos
genéticos (SNPs) asociados al aumento de peso y las
ECNT. Entre estos SNPs, el rs405509 del gen ApoE
ha demostrado incrementar el riesgo a ECNT. Sin
embargo, la presencia y frecuencia de este SNP no ha
sido reportada en la poblacion pediatrica mexicana.
Por ello se realizo la busqueda del SNP en 359 nifios,
entre 6 y 19 afios del estado de San Luis Potosi. A
partir de una muestra salival, se extrajo6 el ADN
genémico, y se hizo secuenciacion de muestras por
medio de una PCR alelo-especifica. Se encontrd que
el 72.4% de la poblacion presenta algunos de los
genotipos de riesgo (AC, CC). Genotipos previamente
asociados al riesgo cardiovascular (RCV), dejando asi
una linea de investigacion importante para conocer el

Abstract

The country is currently facing a major problem in
public health: the increase in the prevalence of chronic
non-communicable diseases (NCDs), which has
resulted in an increase in economic spending on
health. Therefore, the need to identify new risk
stratification strategies to NCDs rises for better
prevention and treatment. In the search for risk,
markers have been identified Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) associated with weight gain
and NCDs. Among these SNPs, the rs405509 of the
ApoE gene has been shown to increase the
Cardiovascular Risk (CVR). However, the presence
and frequency of this SNP has not been reported in the
Mexican pediatric population. Therefore, the SNP was
searched for in 359 children, between 6 and 19 years
of age in the state of San Luis Potosi. From a salivary
sample, genomic DNA was extracted, and samples
were sequenced by means of an allele-specific PCR. It
was found that 72.4% of the population presents some
of the risk genotypes (AC, CC). Genotypes previously
associated with cardiovascular risk (CVR), thus
leaving an important line of research to know the
effect of this SNP on markers CVR.
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efecto de dicho SNP en los marcadores de RCV.
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transmisibles, polimorfismos de un solo nucledtido,
apoliporteina E, riesgo cardiovascular, poblacion
pediétrica.
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Introduccion

Sobrepeso, obesidad y enfermedades cronicas en
Meéxico

El crecimiento demografico y los cambios sociales
y economicos propios del desarrollo de los paises han
derivado en la transicion epidemioldgica y nutricional,
término otorgado a los cambios en la forma de
enfermarse y morir, lo que ha dado lugar a nuevos
retos en salud publica. Estos cambios estan
caracterizados por la reduccion en la mortalidad por
enfermedades infecciosas y un aumento en la
mortalidad por enfermedades cronicas no
transmisibles (ECNT) [1]. A partir de esto, es que
visualizamos el actual perfil de salud en México, que
nos ubica en la doble carga de la malnutricién, con
énfasis en el sobrepeso y obesidad; y sus
repercusiones en las ECNT [2].

De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricién a Medio Camino (ENSANUT-MC) 2016, la
prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad para
la poblacion mayor de 20 afios, ambos sexos, es de
72.5%, un incremento en 1.3 puntos porcentuales del
2012 al 2016. Para la poblacion escolar se determind
una prevalencia de 33.2%, mientras que en los
adolescentes fue de 36.3%, 1.4 puntos porcentuales
superior a la prevalencia del 2012 [3].

Aunado con las tasas de sobrepeso y obesidad, el
25.5% de los adultos mayores de 20 afios fueron
clasificados como hipertensos [4]. El 28% informaron
haber recibido wun diagnodstico previo de
hipercolesterolemia [3], mientras que el 9.4%
refirieron diagnostico previo de Diabetes Mellitus tipo
2 (DM2) al momento de la encuesta, presentando un
incremento de 2.2% respecto a los datos del 2012,
especialmente en los mayores de 60 afios, siendo las
ulceras, amputaciones y dafio microvascular, de las
principales complicaciones asociadas a la enfermedad

[5].

La carga economica, social y de los servicios de
salud que representan las tasas de ECNT en el pais, en
especial de las enfermedades cardiovasculares (ECV),
ha originado una mayor necesidad para identificar
estrategias adecuadas de prevencion, diagndstico y
tratamiento que conlleven a la atencion oportuna con

el mayor éxito posible. Es aqui donde herramientas de
tamizaje adecuado como la identificaciéon de
marcadores genéticos identificados

como de riesgo a ciertas enfermedades podria tener
injerencia para mejorar el perfil de salud de la
poblacion.

Marcadores genéticos y enfermedades cronicas no
transmisibles

La etiologia del sobrepeso y obesidad, y posterior
evolucion a sus comorbilidades (DM2, enfermedades
cardiovasculares, hepaticas, demencia, osteoartritis,
apnea, cancer y otras), estd integrada por una
interrelacion de numerosos factores que afectan los
bloques claves del aumento de peso: la ingesta
alimentaria, el metabolismo y gasto energético; y la
actividad fisica [6]. Estos factores pueden ser
agrupados en factores sociales o ambientales; que
incluyen el ambiente y la mercadotecnia alimentaria,
sistemas econdmicos, patrones de consumo de
alimentos, lugares de trabajo y sistemas de transporte.
Entre los factores biologicos se encuentran los
mecanismos  genéticos, insulino-resistencia, la
microbiota  intestinal y las  sefiales de
intercomunicacion entre esta con el cerebro, tejido
adiposo, pancreas, higado y otros.

Estudios previos han reportado que entre el 40 y el
70% de la variabilidad en el Indice de Masa Corporal
(IMC), es explicado por la herencia [7], por lo que
inicialmente se establece la busqueda de genes
asociados con el sobrepeso/obesidad. EI mecanismo
de accion de los genes asociados con el incremento del
peso corporal se puede agrupar en: estimulantes o
inhibidores del apetito, relacionados al gasto
energético, regulacion del metabolismo y
adipogénesis [8]. Entre ellos, los genes FTO, PCSK1,
MC4R y CTNNBLI1 han sido identificados como los
principales  relacionados a los casos de
sobrepeso/obesidad poligénica, obesidad con mayor
frecuencia en la poblacién [9].

Para el caso de la poblacion mexicana, se ha
logrado identificar algunos polimorfismos genéticos
asociados al aumento de peso, tales como: SNP en el
receptor de TASIR2 [10], SNP rs2071749 del gen
Heme Oxygenase-1 [11], cambios en la expresion de
genes como los ADRBI, ADIPOR 1, GHRL y FTO
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[12—14], SNP rs1805134 del gen LEPR [15], el SNP
A-604G del gen GHRL [16], SNP GIn223Arg [17],
alelo T54 del gen FABP2 [18], y el SNP PON1-L55M
[19], entre otros que siguen en investigacion con
posibilidades de encontrar su participacion en el
mecanismo del aumento de peso.

Estas asociaciones se han obtenido con
indicadores antropométricos importantes como la
circunferencia de cintura, el IMC, el Indice Cintura-
Talla (ICT) o el Indice Cintura-Cadera (ICC) [20], es
asi que algunos de estos SNPs, presentan relacion con
el riesgo o indicadores de riesgo cardiovascular.

Marcadores genéticos de riesgo para enfermedades
cardiovasculares

Las enfermedades como la hipertension arterial,
dislipidemias, infarto agudo al miocardio, angina de
pecho, eventos cerebrovasculares y otras, son
identificadas como enfermedades cardiovasculares,
las cuales se encuentran posicionadas como una de las
principales causas de muerte en las sociedades
occidentales [21]. Se ha estimado que en Estados
Unidos de Norteamérica cerca de 800,000 individuos
padecen alguna enfermedad cardiovascular [22].

Dentro de los factores de riesgo de mayor
relevancia para la presencia de estas patologias se
encuentran: el habito tabaquico, presion sanguinea
elevada, perfil glucolipidico alterado y otras
condiciones psicosociales, como el acceso a servicios
de salud, dieta inadecuada y reduccion de la actividad
fisica con incremento en el sedentarismo. Dentro del
estudio de los factores de riesgo de origen biologico,
se ha observado que la expresion de ciertos genes
podria influir en la presencia de dichos factores y
condicionar un mayor riesgo a ECV.

Algunos de los genes comentados anteriormente y
relacionados al aumento de peso o sobrepeso/obesidad
en poblacion mexicana, también guardan relacion con
los factores de riesgo cardiovascular, entre ellos: SNP
GIn223Arg [17], alelo T54 del gen FABP2 [18], el
FTO [12] y el SNP en el receptor de TASIR2 [10].

Uno de los mecanismo genéticos que han generado
interés en la investigacion biomédica de las
enfermedades cardiovasculares ha sido el involucrado
con la Apolipoproteina E.

Apolipoproteina E y su relacion con las enfermedades
cardiovasculares

La apoliproteina E (APOE) tiene participacion
importante en el metabolismo de lipidos, a partir de la

interaccion con los receptores de liproteinas de baja
densidad (LDLRs). Asi que, polimorfismos en el gen
codificador de la APOE han sido asociados a
desordenes metabolicos [24, 25], con incremento en el
riesgo cardiovascular.

Dentro de los polimorfismos en APOE en

poblacion mexicana, se han estudiado los rs429358,
rs7412, rs688. Se ha encontrado un mayor riesgo
cardiovascular en mujeres con la isoforma APO E4 en
comparacion con la APO E3. Mientras que el genotipo
TT del gen LDLR (rs688) no presentd asociacion con
los niveles de colesterol total o los niveles de
Liproteinas de Baja Densidad (LDL) [26].
De los polimorfimos del gen APOE, el SNP rs405509
no ha sido identificado en poblaciéon pediatrica
mexicana, y se ha demostrado relacion de este SNP
con enfermedades cronicas como la apnea obstructiva
del suefio y Alzheimer [27, 28], asi como también con
enfermedades cardiovasculares; sin embargo, hay
poca informacion para México.

Con los antecedentes previos y de acuerdo con el
incremento en las tasas de sobrepeso y obesidad en
todas las etapas del ciclo vital, es necesario identificar
la presencia de polimorfismos que puedan conferir
riesgo a las enfermedades cardiovasculares. Es asi que
uno de los objetivos de nuestra investigacion fue
identificar la frecuencia de los genotipos del SNP
rs405509 del gen ApoE en poblacion pediatrica de San
Luis Potosi.

Metodologia
Tipo de estudio y seleccion de pacientes

Se disefio un estudio transversal descriptivo,con
un muestreo por conglomerados, que incluy6 a nifios
y adolescentes incritos a escuelas publicas registradas
ante la Secretaria de Educacion del Gobierno del
Estado de San Luis Potosi (SEGE). El estudio cubrid
a dos de las cuatro regiones del estado: Centro y
Altiplano Potosino y participaron aquellos que
cumplieron con los criterios de inclusiéon: menores a
18 afios, nacidos de padres mexicanos, sin diagndstico
previo de enfermedades endocrinologicas y
metabolicas, y que completaron la muestra suficiente
de saliva. Todos los padres de los nifios/adolescentes
incluidos, firmaron la carta de consentimiento
informado mientras que los niflos/adolescentes
firmaron la carta se asentimiento informado. Se
realizd el registro de las siguientes variables
sociodemograficas: sexo, edad y lugar de residencia.
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Aprobacion ética

El proyecto fue evaluado y aprobado por el Comite
Estatal de Investigacion y Etica en Investigacion de la
Secretaria de Salud del Estado, con numero de
registro: SLP/006-2015.
Extraccion de DNA y genotipificacion

Extraccion de DNA salival

En ayuno de 8 horas y previo al lavado de dientes,
se recolectd una muestra de saliva de 2mL en un
contenedor del kit SalivaGene Collection Module II
de STRATEC Molecular. Se afadi6 estabilizador a la
muestra, se agitoé durante 15 segundos y se conservo a
temperatura ambiente de acuerdo a las indicaciones
del fabricante. Posteriormente se realiz6 la extraccion
de DNA gendmico con el kit SalivaGene DNA HTS
de STRATEC Molecular, siguiendo las indicaciones
del fabricante.

Genotipificacion

La genotipificacion fue realizada a partir de una
PCR alelo-especifica, usando la plataforma de
nanofluidos Fluidigm y el protocolo para SNP Type
Assays el cual consiste en preparar las muestras en el
controlador con la configuracion predeterminada para
las camaras de reaccion y finalmente leer los
resultados en el EPl para la deteccion por
fluorescencia.

Analisis estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva, las variables
continuas se presentan como medias y desviaciones
estandar, o mediana y rangos intercuartilicos cuando
la distribucion fuera no normal. El analisis de las
variables categoricas se realizaron con frecuencias y
porcentajes, mismas que fueron comparadas entre las
comunidades con la prueba de Chi®. Se determiné el
equilibro de Hardy-Weinberg (HW). Todos los
analisis estadisticos fueron realizados en el software
RStudio version 1.1.453, considerandose como
significativo un valor de p<0.05.

Resultados

Se incluyeron 359 nifios/adolescentes, que
cumplieron los criterios de inclusion. Proveniente de
los siguientes municipios: San Luis Potosi, Ahualulco,
Matehuala y Villa de Guadalupe. La mayor parte de la
poblacion estuvo integrada por el sexo femenino
(51.53%), con una media de edad de 13.2+3.4 afios, y

con mayor participacion del municipio de Matehuala
42.1%.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion estudiada.

Variable n=359
Edad* (afios) 13.243.4
Sexo (Femenino) 51.53%
SNP rs405509 (%)
AA 27.6%
AC 56.2%
cc 16.2%
Municipio
San Luis Potosi 17%
Ahualulco 28.1%
Matehuala 42.1%
Villa de Gpe. 12.8%

* se representa media y desviacion estandar.

En cuanto a los genotipos del SNP rs405509 del
gen APOE, solo el 27.6% de la poblacion presenta el
geotipo de referencia (AA), mientras que en el 16.2%
se encontrd el genotipo identificado como de mayor
riesgo (CC) para enfermedades como apnea
obstructiva del suefio, Alzheimer y enfermedades
cardiovasculares (Ver Tabla 1).

La distribucion de los genotipos entre los
municipios participantes fueron diferentes y con
significancia estadistica (p=0.025) (Ver Tabla 2).

A partir de la determinacion del equilbrio de
Hardy-Weinberg se obtuvo un valor de 8.037, valor
por encima del valor ideal, por lo tanto se puede
identificar que la presencia de este SNP no cumple el
equilibrio de Hardy-Weinberg, pudiendo ser atribuido
a factores como el tamafio de la muestra, la seleccion
natural o los procesos migratorios que ha sufrido la
poblacion.

Discusion y Conclusiones

Nuestro estudio que buscd identificar los
genotipos del SNP rs405509 del gen APOE en
poblacion pediatrica es uno de los primeros estudios
realizados en el pais. Se logr6 integrar informacion
oportuna de la presencia de marcadores genéticos
asociados a ECNT como las enfermedaes
cardiovasculares, y asi favorecer el desarrollo de
estrategias adecuadas de prevencion y tratamiento de
estas patologias; las cuales han reportado un
incremento importante tanto en adultos como en la
poblacién pediatrica.
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Tabla 2. Distribucion de los genotipos del SNP rs405509 del gen APOE de acuerdo a los municipios participantes.

Municipio San Luis Ahualulco  Matehuala Villa de Valor p
Potosi Guadalupe
rs405509
AA 6.4% 7.8% 10.6% 2.8% 0.025%
AC 8.9% 17.8% 21.7% 7.8%
cc 1.7% 2.5% 9.7% 2.2%
* Prueba de Chi®

De acuerdo a los reportes previos, la presencia del
alelo C, del SNP estudiado, confiere mayor riesgo a
las ECNT [25-28, 30], cruzando esta informacion con
la frecuencia de dicho alelo en nuestra poblacion, se
podria encontrar al 72.4% de la poblacién con mayor
riesgo a dichas patologias. El municipio de Matehuala
concentra la mayor poblacion con esta caracteristica,
situacion que podria ser explicada por la mayor
participacion de este municipio frente a los otros tres
que sirven de comparacion.

En cuanto al equilbrio de Hardy-Weinberg, nuestra
poblacion no presenta un comportamiento habitual, lo
que podria ser atribuido al tamafio de la muestra, la
seleccion natural o los procesos migratorios que ha
sufrido la poblacion, y que en comunidades como las
del estado de San Luis Potosi es muy frecuente.

A pesar de las desventajas mencionadas, nuestro
estudio logré demostrar que el uso de técnicas de toma
de muestra no invasivas, como lo es la muestra salival,
mejora la participacion de mas sujetos en comparacion
con la toma de muestra sanguinea. Junto con ello la
genotipificacion se realizd con la integracion de
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