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RESUMEN

La obesidad infantil es un trastorno metabdélico crénico caracterizado por una acumulacion
excesiva de grasa debido a un desequilibrio entre la ingesta dietética y el gasto energético
que reduce la esperanza y calidad de vida. En Yucatan la prevalencia del exceso de peso
en nifios llega a un 50% rebasando la media nacional de 34%. Su etiologia es multifactorial,
explicada por factores externos e internos. Los miARN, como mecanismo epigenético
explican la regulacion de la expresion génica sin modificar la secuencia de ADN. La relacion
entre los miARN y la obesidad se establecio gracias a investigaciones en las que se han
observado que modulan la diferenciacion de adipocitos, la homeostasis del colesterol y los
lipidos del higado, la secrecién y sefializacion de la insulina, la integracion metabdlica y la
regulacion del apetito. El miR-122 esté asociado con el metabolismo de grasas, y el miR-
222 asociado a la inflamacion y resistencia a la insulina. El presente estudio busca evaluar
el riesgo conferido por los mIARN 122 y 222 circulante a la obesidad en escolares de
Mérida, Yucatan. Bajo el disefio metodoldgico de casos y controles se obtuvieron datos
antropomeétricos, ingesta caldrica, y con muestra de sangre se midieron parametros
bioguimicos y expresion relativa del miR-122 y miR-222 circulante por reaccién en cadena
de la polimerasa. Se analizaron los datos por comparacién de medias independientes
utilizando el estadistico t de Student, ademas se realizaron correlaciones con r de Pearson,
asociaciones con Chi-cuadrada y regresion lineal multiple y logistica. Con datos de 49
escolares de peso adecuado y 50 con obesidad se observo que los miR-122 y miR-222 se
encontraban expresados 1.47 y 1.78 veces mas, respectivamente en nifios con obesidad
(p=0.001y p=0.02). Los niveles de ambos miARN se asociaron a porcentaje de grasa, HDL,
triglicéridos, indice metabdlico (p>0.001). La expresiéon del miR-122 se asocian a obesidad
confiriendo 3.85 veces mas riesgo (p=0.002). La expresion elevada de ambos miARN
confiere 3.11 mas riesgo del desarrollo de obesidad (p=0.02). En conclusién, los niveles de
expresion incrementada del miR-122 circulante confiere riesgo al desarrollo de obesidad en
escolares de Mérida Yucatan y se asocia directamente con el porcentaje de grasa, niveles
séricos de triglicéridos y con indice metabdlico; de manera inversa se asocio con los niveles

séricos de HDL. El miR-222 no se asocid con obesidad en esta poblacion.



INTRODUCCION

DEFINICION Y DIAGNOSTICO DE LA OBESIDAD INFANTIL

La obesidad es un trastorno metabdlico crénico, complejo y multifactorial. Se caracteriza
por una acumulacién excesiva de grasa en el organismo conduciendo a un aumento de
peso corporal, debido a un desequilibrio entre la ingesta dietética y el gasto energético,*?
sin discriminar edad, sexo, etnia ni clase social.® Este padecimiento es catalogado como un
problema de salud publica, debido a mdaltiples estudios que evidencian su importancia como

el principal factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles.*

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda realizar el diagnéstico cualitativo
y cuantitativo, utilizando estandares establecidos como la circunferencia de cintura y el

indice de masa corporal (IMC).5®

El IMC se calcula dividiendo el peso (medido en kilogramos), entre la estatura (en metros)
al cuadrado (IMC= kg/m?). En adultos, si el IMC se sitGa entre los valores 25 y 29.9, se
considera sobrepeso; entre 30 y 34.9, obesidad y sobrepasando los 35, obesidad

morbida.t®

En el caso de nifios y adolescentes menores de 19 afios, la OMS recomienda el IMC
ajustado a la edad y el sexo, haciendo uso de curvas de crecimiento medidos en percentiles
y/o puntaje Z (Anexo | y Il); por ejemplo, un percentil mayor a 97.7 o a dos desviaciones
estdndar de la media, se considera obesidad. El término que engloba al sobrepeso y
obesidad es “exceso de peso”, lo que ubica a un individuo por encima de una desviacion
estandar o del percentil 85. Lo valores mencionados previamente se pueden visualizar en
el cuadro 1.8

Cuadro 1. Valores en percentiles y puntaje Z para el estado nutricio en nifios de entre 5-19 afos.

Estado nutricio Percentiles Puntaje Z

Peso adecuado >15P- <85P Entre -1DE y +1DE
Sobrepeso >85P- <97P >+1DE pero <2DE
Obesidad >97P >+2DE

P: Percentiles. DE: Desviacidn estandar. Puntaje Z: El valor a transformar menos la media, lo
anterior dividido entre la desviacion estandar de la distribucién.



EPIDEMIOLOGIA DE LA OBESIDAD INFANTIL

El problema de la obesidad infantil ha progresado rapidamente en los ultimos afios. Segun
reportes de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD), 1 de
cada 6 niflos padecen sobrepeso u obesidad en el mundo.® A nivel nacional, de acuerdo
con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006, de 1999 al 2006, la
obesidad infantil aumenté de 5.3% a 9.4% en nifios y de 5.9 a 8.7% en nifias .51° Todo esto
tiene como resultado que hoy en dia existan mas nifios con problemas de sobrepeso y

obesidad que nifios con desnutricién o bajo peso.

México ocupa el primer lugar mundial en exceso de peso infantil. Los datos mas recientes
los presenta ENSANUT a medio camino 2016 donde reporta una prevalencia de
sobrepeso mas obesidad de 33.2% en escolares entre 5 y 11 afios, donde la menor
proporcion de estos padecimientos se observa en nifias (32.8%: 20.6% con sobrepeso y
12.2% con obesidad) en comparacion con los varones (34%: 15.4% con sobrepeso y 18.6%
con obesidad). En la ENSANUT 2012, se reporta una prevalencia de exceso de peso en
escolares de 34.4%, a saber, 19.8% de sobrepeso y 14.6% de obesidad, manteniéndose el

mismo nivel de alerta para la problematica en cuestion.*?

Prevalencia a nivel estatal y municipal

El ENSANUT 2012 report6 una prevalencia de sobrepeso-obesidad en Yucatéan del 45.2%,
correspondiendo al 22.7% para obesidad en escolares.*?

De acuerdo con el estudio de Barbosa y cols. (2016)! la prevalencia de obesidad en
Yucatan en el afio 2016 fue de 22.7%. Sin embargo, el mismo estudio reporta que en la
ciudad de Mérida, capital del estado de Yucatan, la prevalencia de escolares con alguno de
estas dos condiciones es de 51%, donde el 25.5% corresponde a obesidad, siendo mayor

en varones (28.8%) que en nifias (22%).
IMPORTANCIA DE LA OBESIDAD INFANTIL

Los nifilos conforman un grupo vulnerable. Esta etapa representa un punto critico para el
desarrollo de padecimientos asociados a los malos habitos, que repercuten en la
generacion de adultos enfermos. Si esta patologia se previene desde etapas tempranas, se

reduciria la prevalencia futura en adultos.



La obesidad infantil trae consigo efectos perjudiciales a corto y a largo plazo, incluido el
riesgo de muerte prematura. Las complicaciones afectan multiples érganos y sistemas,
entre los cuales podemos encontrar alteraciones de tipo endocrinoldgicas, como el
sindrome metabdlico, dislipidemias, hipertension arterial, resistencia a la insulina, diabetes
mellitus tipo dos (DMTZ2), sindrome del ovario poliquistico, hiperandrogenismo, pubertad
temprana y oligomenorrea; problemas en el sistema cardiovascular, mediante la formacion
de placa ateromatosa e hipertrofia del ventriculo izquierdo; En el sistema respiratorio se
observan problemas como asma, apnea obstructiva del suefio e hipertension pulmonar.
También el sistema gastrointestinal se ve afectado conduciendo al padecimiento de higado
graso no alcohdlico, reflujo gastroesofagico y mayor riesgo de colelitiasis; Se observan
dafios en el sistema osteomuscular por deslizamientos epifisiarios, escoliosis y, debido al
peso, estrés mecanico que ocasionando dolor en las articulaciones y mayores riesgos de
fracturas; en la piel y anexos es frecuente la acantosis nigricans, estrias, mayor
predisposicion a intertrigo candidiasico y queratosis pilaris. El sistema nervioso no esta
exento de los efectos que trae la obesidad, ya que se puede presentar pseudotumor del

cerebro o hipertensiéon endocraneana idiopatica. 1>’

A su vez, diversos estudios realizados en México encontraron en escolares con obesidad
una mayor concentracion de triglicéridos y colesterol en sangre conduciéndolos a un mayor
riesgo cardiovascular. En Yucatan, un estudio demostr6 que existen diferencias
significativas entre escolares con obesidad y sanos en sus niveles de triglicéridos, y una
mayor concentracion de colesterol en los primeros.'® Por todo lo antes mencionado, se
puede inferir que una persona seriamente obesa tiene una pobre calidad de vida y mayor

riesgo de morir 10 afios antes que una persona normal.t’

Se ha observado que la obesidad infantil predice su aparicion en adultos: un nifio obeso de
10 afios tiene de 8 a 10 veces mas riesgo de padecerlo a los 35. Asi mismo, esta condicion
incrementa con la edad; esto es, una persona enferma con 18 afios de vida tiene entre 35
a 56 veces mayor riesgo de presentarlo a los 35%°. Lo anterior, conlleva a un aumento en la
probabilidad de desarrollar otras enfermedades crénico-degenerativas, quienes se ostentan
con un 67% como la primera causa de fallecimiento en el mundo, y de las cuales, 80 %

ocurren en paises en desarrollo.?

Ademas de las alteraciones fisioldgicas, la obesidad también repercute en la salud
emocional, generando baja autoestima debido al rechazo de la imagen corporal por la

difusion de prototipos ideales esbeltos que conducen a la depresién, aislamiento social y
9



riesgo de trastornos de alimentacion.?* También puede existir menor productividad laboral

y una disminucién en la expectativa laboral.®

Las complicaciones fisioldgicas que trae consigo el exceso de peso son muy costosas,
debido a los tratamientos o cirugias. Por otro lado, se agregan otros costos que derivan del
ausentismo escolar y laboral, asi como la carencia o las pocas oportunidades laborales, las
cuales sugieren un ingreso familiar menor impactando sobre la productividad de las

naciones y el costo de invalidez recae sobre el gobierno.®??
ETIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO DE LA OBESIDAD INFANTIL

Entre las posibles causas de la obesidad en nifios, se sugieren factores ambientales,
genéticos y epigenéticos.z24

Factores ambientales

Los factores ambientales que pueden favorecer el desarrollo de obesidad infantil incluyen
el contexto sociocultural, familiar y escolar en el que se desenvuelve la poblacién infantil,
asi como el estilo de vida y la alimentacion. Esto depende en gran medida del ejemplo que
reciben de los individuos mayores con los que conviven en casa, asi como las facilidades y

oportunidades que los padres ofrezcan a sus hijos.

La carencia de conocimiento nutricional y la poca disponibilidad e/o inaccesibilidad a la
comida saludable conduce a habitos poco saludables, como lo es ingerir grandes
cantidades de azlcar, grasas y sal, meriendas con alimentos procesados en lugar de frutas

o verduras, ademas de porciones muy elevadas de comidas con poco valor nutricional.

La historia cultural también es considerada un factor social. Afios atras en Yucatan, los
actuales padres de familia experimentaron problemas de desnutricion, por lo que suelen
ofrecer a la generacion actual lo que no tuvieron y prevén que lo padezcan, con la idea
errénea de que “estar llenito es estar sano”, con el desconocimiento de que la obesidad es,

en realidad, una enfermedad.6 23

Asimismo, algunos padres no fomentan el deporte y favorecen el uso de aparatos
electronicos digitales; sustituyen las caminatas o bicicletas por el uso del automovil,
conduciendo al infante al sedentarismo, considerado la causa del 27% de diabetes y 30%
de cardiopatia isquémica. Ademas, los nifios con al menos un padre con obesidad tienen

entre 3 y 4 veces mas probabilidad de padecerlo.®>*> ¢ Sin embargo, la respuesta a lo
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anterior varia segun la persona, atribuyéndose a que el balance energético esta también

modulado por factores fisioldgicos, genéticos y epigenéticos.

Factores genéticos
Respecto a la etiologia genética, se proponen tres tipos de obesidad de acuerdo con el

origen: monogénica, sindrémica y poligénica o multifactorial. %

De acuerdo con estudios previos, se han observado genes que codifican proteinas
destinadas a la transmisién de sefiales de hambre y saciedad relacionados con el
crecimiento y diferenciacién de los adipocitos, el control del metabolismo o la regulacién del
balance energético. Cerca del 20 al 40% de la variacién de la energia y la ingesta de
macronutrientes es explicada por efectos genéticos; por ejemplo, ciertos estudios refieren

que el 21% de la variacién en el IMC se debe a variantes genéticas.?*

Entre los genes presuntamente involucrados en la obesidad monogénica o mendeliana, se
encuentra el gen de la leptina (LEP), el receptor de leptina (LEPR), el de la
propiomelanocortina (POMC), el gen de la prohormona convertasa 1 (PCSK1), el receptor
activado por proliferadores de peroxisoma gamma (PPAR-y), el receptor 4 de la
melanocortina (MC4R), el gen asociado a la masa grasa y obesidad (FTO) y el receptor
adrenérgico beta 3 (ADRB3), entre otros. Tomando en cuenta esto, se puede decir que no
existe un Unico tipo de obesidad, sino varios con fenotipos similares, incluso la regulacion
de la expresion génica, mediante mecanismos epigenéticos es un factor importante de

predisposicion genética. 2+ 2°

Por otro lado, existen sindromes hereditarios en los que la obesidad es una de las
caracteristicas, y que presentan diferentes tipos de herencia: autosémica recesiva como el
Sindrome de Cohen; autosémica dominante como la lipodistrofia tipo Dunningan,
resistencia a la insulina, Prader-Willi y resistencia a hormona tiroidea; herencia ligada al

cromosoma X como el sindrome X fragil tipo Prader-Willi.®

Existen también evidencias que indican que la obesidad es una condicion en la que puede
estar involucrado mas de un gen (poligénica), de manera que es importante el estudio de
los genes, sus expresiones genéticas, las relaciones entre hormonas y proteinas, asi como

la interaccion con el ambiente externo.2®

En los ultimos afios, la estrategia utilizada para encontrar las bases genéticas de la
obesidad poligénica involucra el rastreo de variantes con potencial susceptibilidad bajo la
11



hipotesis de que cada alelo de cada gen tiene un efecto importante en el fenotipo de la
enfermedad, mediante el uso de técnicas de secuenciacidon masiva del genoma humano
(GWAS en inglés).?” Dichos estudios buscan hallar nuevos genes, QTL (quantitative trait
loci) o haplotipos, y cuantos de estos son capaces de predecir el riesgo inherente en cada
individuo para desarrollar la obesidad. Al respecto, los primeros trabajos con GWAS
permitieron identificar 73 loci con asociaciones significancias (valores de p menores a 5.0
x10%®), 42 de los cuales se relacionaron al IMC, 3 al porcentaje de grasa corporal, 26 a
circunferencia de cintura o indice cintura-cadera y 2 al area de grasa subcutanea o visceral.
Se han descrito mas de 100 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en genes como
FTO, MC4R, NEGR1 o TMEM18 %de los cuales, FTO y MC4R mostraron el mayor nimero
de variaciones asociadas a la obesidad en diferentes grupos étnicos.?’

Factores epigenéticos

Se ha demostrado que el desarrollo de la obesidad puede estar involucrado en la
modificacion de la expresion génica, alterando la expresion de genes que controlan el
apetito, el metabolismo, la sefializacién de la insulina, la inmunidad, el crecimiento, la

regulacién del ciclo circadiano, genes impresos, entre otros.?% %
Respuesta fisioldgica

Otra de las causas que puede favorecer el aumento excesivo de peso es la respuesta
fisiologica a los efectos secundarios de farmacos como los corticoesteroides,

antidepresivos, anticonvulsionantes, etc.!?2
EPIGENETICA

La epigenética es un proceso que regula la expresion génica a partir de marcas especificas
gue no modifican la secuencia de ADN, pero que pueden surgir a partir de diversos

mecanismos.20-31

Entre los factores externos o ambientales que influyen en la expresion de los genes
encontramos a la nutricion, la hiperglucemia, el estrés oxidativo, el ejercicio fisico, las
toxinas, la hipoxia, la inflamacién, la edad, la historia médica, o incluso la exposicién a
metales pesados, pesticidas o quimicos ambientales. Otros elementos a considerar
comprenden la etapa fisiolégica en la que se encuentre un individuo, por ejemplo, el
embarazo, la lactancia, la pubertad, e inclusive, estadios de la diferenciacién celular de los

tejidos. 8313233
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Las marcas epigenéticas se pueden heredar por medio de una division celular y éstas
afectan la transcripcién o traduccion de los genes. Entre los mecanismos epigenéticos mas
estudiados estan: a) la metilacién del ADN, b) la acetilacién y/o metilacion de las histonas,
también conocida como modificaciones post-traduccionales de las histonas; ¢) ARN no

codificantes.?0 3034

a) Metilacién del ADN: Es la mas estudiada y consiste en la adicion de un grupo metilo a
una citosina adyacente a una guanina (sitios CpG), mediante la formacion de un enlace
covalente. Esta modificacion inhibe la expresidén génica, ya que las regiones que presentan
una gran cantidad de sitios CpG continuos, denominadas islas CpG, generalmente se

localizan en la regiéon promotora de los genes regulando su expresion.3132

En los mamiferos, la metilacion del ADN es llevada a cabo por las ADN-metiltransferasas:
DNMT1, DNMT3a y DNMT3b, de las cuales, la primera mantiene la metilacion del ADN
durante su replicacion, mientras que las dos ultimas estan implicadas en la metilacion de
novo durante el desarrollo y la determinacion de la localizacién celular. Bajo alguna
condicion fisioldgica, como una enfermedad, los sitios CpG de algunos genes importantes
son anormalmente hiper o hipometilados, dando como resultado la desregulacion

transcripcional. 313233

b) Modificaciones post-traduccionales de las histonas: La compactacion del ADN
involucra unas proteinas llamadas histonas, en las que la cromatina se enrolla dos veces
aproximadamente, comprendiendo 147 pares de bases (en adelante pb). Lo anterior se
conoce como nucleosoma, el cual esta constituido por 8 histonas (dos copias de H2A, H2B,

H3 y H4) y la cromatina que envuelve al octdmero, con la histona H1 en el exterior.31:3435

Las modificaciones post-traduccionales son procesos dinamicos y reversibles®33¢, entre las
que se encuentran la acetilacion (la mas conocida), la metilacion, fosforilacion vy
ubiquitinacién. No obstante, se han identificado nuevas modificaciones como la O-
GIcNAcilacion, butirilacion, biotinizacion, ADP-ribosilacién, malonilacion y crotonilacion,

entre otros.333%

c) ARN no codificantes (SARN): Corresponden a un grupo de &cidos ribonucleicos que no
codifican ninguna proteina, pero son capaces de regular la expresién de los genes por union
complementaria al transcrito del gen, previo a la traduccion. Participan en la regulacion de

procesos como la apoptosis, la proliferacion celular, la diferenciacion y el metabolismo.

13



Ademas, pueden inhibir directamente la actividad de ciertas enzimas relacionadas con la
acetilacion de las histonas, lo cual se considera un punto importante en la cascada

epigenética.®
CLASIFICACION DE LOS ARN NO CODIFICANTES

Los ARN no codificantes (SARN) eucariéticos son capaces de regular el 40% de los genes
conocidos, entre los que podemos encontrar tres tipos: los ARN interferentes pequefios
endogenos (siARN), los asociados a PIWI (piARN) y los micro ARN (miARN).*’

piARN. Son pequefios fragmentos enddgenos con una longitud entre 23 a 31 nucle6tidos
(nt), siendo los sARN mas largos. Se procesan de manera independiente de la
endonucleasa ARNasa tipo Il llamada Dicer (diferente a los otros dos tipos), mediante su
unién especifica a PIWI, una subfamilia de las proteinas Argonautas (AGO). Los piARN
tienen como principal funcion silenciar elementos transponibles en la linea germinal y
derivan de elementos repetitivos dentro del genoma de algunos organismos pluricelulares.
Para poder discriminar secuencias de genes diferentes a los elementos transponibles, los

PIARN son regulados por una via a nivel cromatina.®’

siARN. Surgen de fragmentos de ARN de doble cadena enddégenos o exdégenos (virus) y
su procesamiento, el cual genera fragmentos de aproximadamente 21 a 25nt, depende de
Dicer; ademas, se encuentran asociados a AGO al igual que los miARNs. Se encargan del
silenciamiento de genes repetidos, transposones y virus como mecanismo de defensa y

guia la metilaciéon del ADN dirigiendo el reordenamiento del genoma.®’
MICRO ARN

Los miARN son fragmentos de ARN de cadena sencilla provenientes de transcritos
enddgenos cuyo producto al final del procesamiento contiene una longitud de 22 nt en
promedio. Su estructura presenta forma de horquilla y estan asociados a proteinas de la
subfamilia AGO. El mecanismo de accion de estas moléculas depende del grado de
complementariedad con la regién 3’ no codificante (UTR, del inglés untranslated region) de
los ARN mensajeros (ARNm) blancos. El silenciamiento ocurre a nivel traduccional cuyo
efecto es la disminucion de la sintesis de la proteina que codifica el ARNm blanco,
promoviendo la detencion de la fase de elongacion de esta o provocando su separacion

anticipada de los ribosomas y posterior degradacion. Se estima que, de todos los genes
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humanos regulados por sARN, el 30% es atribuible a los miARN. Es importante mencionar
que un solo miARN tiene la capacidad de modular aproximadamente 200 transcritos
diferentes, quienes pueden estar involucrados en la regulacién de distintos procesos

celulares. Por otro lado, un solo ARNm puede ser silenciado por diferentes miARN.384°

La versién 21 de la base de datos www.mirbase.org, reportdé aproximadamente 35,828

MIARNs maduros en 223 especies, de los cuales, 2,588 miARN maduros se identificaron
en el ser humano. Una actualizacion en marzo del 2018 registré un total de 38,589 miARN
maduros, en 286 especies, siendo 2,654 miARN maduros para Homo sapiens. (version 22,

revisado en octubre 2018).4041
Nomenclatura de los miARN

Para la identificacion de los miIARN se ha asignado una nomenclatura, la cual se puede

visualizar en el cuadro 2.

Cuadro 2. Nomenclatura de los miARN.

Nomenclatura Significado Ejemplo

Prefijo de tres letras Identificacion de especies. hsa (humanos)

mmu (ratén)

pri-mir o pre-mir (lar de ‘mir’ | Indica los transcritos primarios (pri- | pri-mir-122, pre-mir-

es minuscula) mir) o el precursor antes del | 122
procesamiento por Drosha (pre-mir).
Inmaduros.
miR mMiARN maduro. hsa-miR-16
aob mMiARN estrechamente relacionados | hsa-miR-202
en secuencia y origen evolutivo hsa-miR-20b
-lo-2 Secuencia de mIARN maduros | hsa-miR-16-1

idénticos que se originan de diferentes | hsa-miR-16-2
loci genéticos.

-3p 0 -5p mMiARN maduros originados del | hsa-miR-142-3p
extremo 3’ o 5’ del pre-mir. hsa-miR-142-5p

miR* (con asterisco) Cadena pasajera. En baja | hsa-miR-9*
concentraciébn 'y usualmente se
degrada.

hsa-miR-122 (en cursiva) Nombre del gen. hsa-miR-122

Tomado de: Pritchard C, Cheng H, Muneesh T. MicroRNA profiling: approaches and considerations. Nat Rev Genet;
2012.42

Biogénesis y localizacion de los miARN
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El primer miARN descubierto y estudiado en 1993 pertenece al nematodo Caenorhabditis
elegans, del gen lin-4; para el 2000, se encontré el let-7 con quien se inici6 el estudio de los
MIARN.*3

Los miARN se encuentran en regiones exdnicas o intrénicas de ARN no codificantes, de
ARNm, * o entre genes.** Cuando se encuentran localizados en intrones y presentan la
misma orientacion del gen, pueden ser co-transcritos del ARNm. De igual manera, se puede
encontrar secuencias de miARN traslapados, en cllsters o en regiones no traducidas 5’ o
3.4

Existen dos vias para la generaciéon de miARNSs, la via canénica (figura 1) y la via no
candnica: La biogénesis en ambas vias ocurre en el nicleo, por medio de la enzima ARN
polimerasa Il. El transcrito resultante mide alrededor de 100 nt constituido por uno o varios
tallos de doble cadena y por asas o0 bucles de cadena sencilla, asi como los extremos 3’ y
5’ libres (configuracion tallo-asa) al cual se le conoce como miARN primario (pri-miARN).
Seguidamente, el pri-miARN es cortado por un microprocesador que incluye a Drosha (una
ARNasa lll) y al cofactor DGCR8 (region critica del gen responsable del-sindrome de
DiGeorge 8), los cuales reconocen las regiones duplex del pri-miARN. Gracias a la ARNasa
de Drosha, en los extremos basales se agregan 2nt libres (en el extremo 3’) y un grupo

fosfato (en el 57).394345

En este microprocesador se realizan cortes de la region del tallo de aproximadamente 11
pb, generando una horquilla pequefia de mas o menos 65 a 70nt (precursor de miARN o
pre-miARN). El producto se asocia a moléculas como la exportina-5 y Ran-GTP para
liberarse al citoplasma en donde se unirdn a un complejo llamado TAR (o TRBP), la enzima
Dicer (ARNasa lll) y la proteina quinasa activadora dependiente de ARN de cadena doble
inducible por interferon (PRKRA). En el complejo de procesamiento que reconoce pre-
MIARN, Dicer corta las secuencias cerca del asa terminal, formando un diplex de miARN
(miIARN/mMIARN*) maduro, el cual contiene una cadena madura de miARN (guia) y su
cadena complementaria llamada cadena pasajera (miARN?*). La secuencia bicatenaria

madura generada mide entre 21 a 25 nt.394°

A continuacién, el extremo 3’ y el grupo fosfato 5’ del miARN maduro se ensamblan con la
proteina AGO2 y GW182 para la formacion de un complejo silenciador inducido por miARN,
RISC.3945
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El complejo RISC selecciona la cadena guia, responsable de dirigir el silenciamiento de
genes, y la cadena pasajera se libera. La determinacién de la identidad de una u otra

secuencia se da por la estabilidad termodinamica del extremo 5°.%°

El miARN reconoce al ARNm por complementariedad de bases lo que provoca una
represion de la sintesis proteica. Esta unién abarca de la segunda a la octava base del
extremo 5’ del miARN, conocida como “secuencia semilla”, y la regién no codificante 3'UTR,
del ARNm. EIl nivel de asociacion entre ambos determina el fin de este dltimo. Si el
apareamiento es cercano al 100%, el complejo RISC atraera proteinas para iniciar la

degradacion del mensajero. En cambio, si es incompleta, RISC bloqueara su traduccion.
39,43,45

La principal diferencia entre la via candnica y la no candnica es el uso de los complejos
Drosha y Dicer, ya que, en la segunda los miARNs pueden producirse en vias
independientes de Drosha o de Dicer, pero no de ambas. ¥

Los duplex generados de miARN-ARNmM se almacenan o degradan en estructuras
citoplasmicas llamadas «cuerpos de procesamiento» (Cuerpos P), dando como resultado
una inhibicion de la expresién del gen correspondiente. Sin embargo, los miARN no
solamente se encuentran en el citosol celular, puesto que varios estudios han evidenciado
la deteccion de estos en varios fluidos corporales, a quienes se les conoce como

circulantes. #°
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Figura 1. Biogénesis via candénica de los miARN, ejemplificado el miR-122. La generacion de
mMIARN comienza con su transcripcion en el nicleo por Pol I, generando un transcrito de 4543
pb. Posteriormente se llevan a cabo dos procesamientos por endonucleasas, uno en el ndcleo
mismo, llevado a cabo por Drosha, generando el precursor con 85 nt y el siguiente, en el
citoplasma por Dicer, donde se produce el miR-122 con 22 nt. La complementariedad de la

cadena de miARN con el ARNm respectivo, definira la represion. Fuente de la imagen: Propia.

MICRO ARN CIRCULANTES

Si bien, la mayoria de los miARN se localizan en el espacio intracelular, es posible
observarlos extracelularmente, formando parte de fluidos corporales como suero, plasma,
saliva, orina y leche materna. Se encuentran estables y protegidos de la degradacién por
ribonucleasas, posiblemente gracias a su asociaciobn con proteinas AGO2 o NPM1
(nucleofosmina 1) o contenidos en vesiculas membranosas (microvesiculas o exosomas),
encapsulados en cuerpos apoptéticos, en complejos de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) o en lipoproteinas de baja densidad (LDL). Sin embargo, estos ultimos constituyen
una menor proporcion en comparacion con las vesiculas. Ademas de la proteccion a
ARNasas, la interaccion con elementos lipidicos o proteicos evita su degradacion por pH
extremos, temperaturas elevadas, ciclos repetitivos de congelacion-descongelacion o el

almacenamiento prolongado.*346:47

Distintos autores proponen que la presencia de los miARN en vesiculas es regulada por su

concentracion en el interior de la célula, siendo seleccionados mediante reconocimiento de
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motivos especificos en la secuencia de nucledétidos. Otros estudios indican que la existencia
de miARNSs extracelular es un proceso no especifico y se debe a la muerte o dafio de la

célula que los contenia, permitiendo su liberacion.*347

La funcién de los miARNSs extracelulares distribuidos a otros tejidos por medio de vesiculas
se encuentra en debate. Una posible hipotesis que la explicaria se basa en la facilidad con
la que los endosomas y cuerpos apoptoticos son capaces de transferir su contenido a otras
células. De esta manera, los miARN depositados en células receptoras pueden alterar la
expresion génica y los efectos funcionales de las mismas, explicando entonces, la

comunicacion intercelular o incluso, entre diferentes 6rganos.*

La comunicacion endocrina o paracrina esta regulada por un proceso de secrecién que
sugiere la participacion de la via secretora dependiente de ceramida, la cual podria estar
involucrada en la liberacion de los miARN’s exosomales. Lo anterior se explica debido a
que la modulacién enzimética que controla la biosintesis de ceramida altera los niveles de
miARN extracelular.434

Andlisis mostraron que la concentracion total de miARN'’s en plasma, se encuentra dentro
del rango femtomolar de 100. Para que la actividad de miARN pueda ser medible y puedan
ejercer su funcion con los ARNm blancos, se requieren aproximadamente 1,000 copias de

los primeros.*

Existe evidencia in vitro y de trabajos recientes en humanos en los que se han identificado

miARN especificos que se asocian a la obesidad.®®
MICRO ARN Y OBESIDAD

La relacién entre los miARN y la obesidad se establecio gracias a investigaciones en lo que
se ha observado que estas moléculas modulan la diferenciaciéon de adipocitos, la
homedstasis del colesterol y los lipidos del higado, la secrecién y sefializacion de la insulina,
la integracion metabdlica y la regulacion del apetito. De este modo, la desregulacion de su
expresion en el tejido adiposo y otros tejidos contribuye al desarrollo de la obesidad y las
patologias asociadas. Existen estudios que relacionan a los miARN con el desarrollo de la

obesidad misma, considerandolos como moléculas con potencial terapéutico.*

Los miARN pueden expresarse en los tejidos y de manera circulante en suero o plasma.

Entre los tejidos que sintetizan estas moléculas asociados a obesidad, encontramos al

19



adiposo, higado, pancreas y musculo esquelético.*® Por otro lado, diversos articulos han
reportado miARN circulantes asociados a varias enfermedades, como diabetes mellitus tipo
2, enfermedades cardiovasculares, dafio hepético, esteatosis, hipertension, dislipidemias,
sindrome metabdlico, entre otras. En el caso de la obesidad, pocos son los estudios dénde
se esclarece la expresion diferencial entre pacientes sanos y pacientes con exceso de peso,
Algunos autores han propuesto a los mIARN como biomarcadores y otros los han
considerado blancos potenciales para tratamientos mediante el uso de moléculas anti-
miARN.%

En 2017, un estudio realizado por Zhao y cols. monitore6 durante 5 afios una poblacién de
mujeres de origen mexico-americanas, reportando varios mMIARN incrementados
significativamente en relacion con la ganancia de peso en el periodo de la investigacion,
entre ellos, el miR-142, miR-122, miR-222, miR-130b y miR-519d; pero también registraron
niveles reducidos de miR-125b y miR-31; de estos, miR-142-3p y miR-122 estaban
asociados positivamente al IMC.%°

En otro estudio realizado por Wang y cols. en el 2015, se determiné que los niveles de miR-
122 circulantes en adultos con obesidad eran 3.07 veces mayor que en adultos delgados.
Demostraron también, una correlacion significativa de este miRNA con el sexo, IMC,
porcentaje de grasa corporal, presion sanguinea, resistencia a la insulina, HDL, LDL,

presion diastdlica y sistélica, niveles de triglicéridos, ALT y AST, entre otros.%!

El estudio de Ortega y cols. (2013)° reportd niveles de expresion elevada de los miR-142-
3p, MiR-140-5p y miR-222 en pacientes espafioles con obesidad moérbida, y encontrd
asociacion entre el miR-222 con el IMC, la masa grasa y circunferencia de cintura. También
evidencié que posterior a la cirugia bariatrica los pacientes mostraron una disminucién
importante de los niveles circulantes de miR-140-5p, miR-142-3p, miR-16-1 y miR-122, lo
que sugiere que la grasa corporal influye en la concentracion sanguinea de estos. En 2014,
los mismos autores encontraron un incremento significativo de miR-140-5p, miR-142-3p y

miR-222 en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.3

El trabajo de Thompson y cols. (2017)** compar6 los niveles circulantes de nifios
estadounidenses con obesidad y con peso adecuado y los relacion6 con la enfermedad del
higado graso no-alcohdlico (NAFLD en inglés), encontrando un incremento del miR-122 y

el miR-222 en nifios con obesidad correlacionados con el IMC. Ademas, el miR-122 se
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asoci6 con los niveles séricos de transaminasas por lo que se le consider6 un biomarcador

garantizado para obesidad y NAFLD en nifios.

En Espafia, Prats y cols. (2013)° encontraron en nifios varios miARN con niveles elevados
en sangre y ademas, fuertemente asociados a obesidad, entre ellos, los miR-486-5p, miR-
486-3p, miR-142-3p, miR-130b, miR423-5p, miR-122, miR-532-5p, miR-140-5p, miR-16-1,
mMiR-222 y miR-363. Se puede apreciar un resumen de los estudios anteriores, sujetos de

estudio y miARN asociados a diversas variables en el cuadro 3.

Cuadro 3. Estudios donde se reporta la relacion entre miARN y obesidad en diferentes

poblaciones.

Estudio Poblacion Origen miARN con mayor | Ref
expresion en
obesidad

Perfil de miARN | Seguimiento del peso en | Nacidas en | miR-142, miR-122, | 50

circulantes en el | mujeres con obesidad EUA, con | miR-222, miR-130b

estudio de Ila ascendencia y miR-519d

ganancia de mexicana.

peso.

Obesidad y | Adultos jévenes con peso | China miR-122 51

resistencia a la | normal vs con obesidad.

insulina.

mMiARN Pacientes con obesidad | Espafa 142-3p, miR-140-5p, | 52

circulantes en la | mérbida miR-222 y miR-122.

obesidad y

cirugia

bariatrica.

Niveles de | Nifios obesos vs no | EUA miR-122, miR-199a, | 53

mMiARN obesos miR-15b, miR-222,

circulantes en miR-223, miR-181,
nifios con miR- 23a, miR-27b,
obesidad y miR-21-5p, miR-

NAFLD. 34a-5p, miR-451-5p,
miR-192-5p, miR-
16-5p,

Perfil de miARN | Nifios obesos vs no | Espafia miR-486-5p, miR- | 55

circulantes  en | obesos 486-3p, miR-142-3p,

obesidad miR-130b, mMiR423-

infantil. 5p, miR-122, miR-
532-5p, miR-140-5p,
miR-16-1, miR-222
y miR-363

Las letras en negritas representan a los dos miARN que se tratan en el presente documento.

El cuadro 3 expone el nimero reducido de trabajos enfocados a poblacion infantil la cual
representa un factor de riesgo para desarrollar obesidad en la edad adulta, asi como
enfermedades cronicas como la diabetes, sindrome metabdlico, varios tipos de cancer,

inclusive de la afectacién de su estilo de vida, entre otros.
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No obstante, en los estudios realizados en nifios va apareciendo evidencia sélida de la
correlacion de ciertos miARNs con el sobrepeso y obesidad y que, ademas, se han visto
consistentemente en otros grupos de edad. Entre estos, podemos resaltar al miR-122 y
miR-222.

miR-122

El gen hsa-miR-122 es una secuencia conservada entre vertebrados, localizdndose en el
cromosoma 18 (locus 18¢21.31, cadena positiva).>*5” El locus del miR-122 esta compuesto
por 2 exones y 1 intrén, cuya region promotora posee los elementos tipicos para ser
reconocida por la ARN polimerasa Il (Fig. 2A). 58

La secuencia del transcrito primario (pri-mir-122) contiene 7506 pb de longitud y codifica
Unicamente al miR-122; posterior al corte y empalme, el transcrito de pri-mir-122 cuenta
con 4543 pb. El pri-miRNA se corta mediante el complejo de Drosha y DGCRS8, para formar
la horquilla pre-miR-122 compuesto de 85 nt. Esta molécula se exporta desde el nucleo y
se escinde una vez mas en el citoplasma mediante Dicer, dando como resultado el duplex

de miARN bicatenario (Figura 2).5°
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La secuencia de la cadena guia del miR-122 (miR-122-5p) esta compuesta por 22 nt siendo
la siguiente: 15-UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG-36 como se visualiza la seccién en

color rojo de la figura 2b. *°

A TATA
EXON 1 EXOM 2
INTRON Pre-miR-122

Figura 2. A. Estructura del gen hsa-miR-122. El recuadro rojo indica el promotor (Caja TATA).
Recuadros amarillos indican los exones del pri-mir-122. El recuadro morado corresponde a la
secuencia que da origen al pre-miR-122. Imagen adaptada de Jopling, 2012. B. Estructura del
pre-mir-122, el cual cuenta con 85 nt. Los nt en rojo indican el miARN maduro de 22 nt (5’
UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG 3. Sin embargo, en la figura se agrega un nt debido a que

corresponde al miR-122a. Fuente: Imagen de miRNAMap; informacién de Gailius y cols. 2014.
59,60
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La regulacion de la expresion del gen es dada por distintos factores, como el Factor Nuclear
de Hepatocito 4a (HNF-4a), siendo expresado en higado, rifién, intestino y pancreas. El
HNF-4 a juega un papel clave en la modulacién del metabolismo energético, incluyendo la
homeostasis de glucosa o de lipidos. Otro factor encargado de mantener el metabolismo
lipidico que se piensa podria tener relacion con la sintesis de miR-122, es el PPARa. En
cuanto a una represion del hsa-miR-122 en el mecanismo de expresion circadiano, se ha
identificado a REV-ERBa. Un estudio reciente, sugiere que la leptina, hormona de tejido
adiposo inhibe la sintesis de novo de acidos grasos y puede revertir la diferenciacion de
adipocitos, también inhibe la sintesis de hsa-miR-122 en las células estrelladas hepaticas.
La regulacién de hsa-miR-122 también depende de la conformaciéon de la cromatina por

medio de la acetilacién de la histona 3 (H3). 5657

El miR-122 tiene como genes blancos a HMGCoA-R (Hidroximetilglutaril CoA reductasa),
7DHCR (7-Dehidrocolesterol reductasa), MVK (Mevalonato cinasa), HMGCoS1, FDPS
(Farnesil difosfato sintasa), SQLE (Escualeno epoxidasa), SREBP2 (Proteina de unién al
elemento regulador del esterol) y PMVK (fosfomevalonato cinasa), que intervienen en la
biosintesis de colesterol; a ACC1, ACC2 (Acetil Co-A carboxilasa 1 y 2 respectivamente),
ACLY (ATP citrato liasa) y SCD1 (estearil Co-A desaturasa). que contribuyen al
metabolismo de los acidos grasos; asi como a los genes MTTP (proteinas de transferencia
microsomal de triglicéridos), los cuales favorecen la secrecion de las lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL).5! La mayoria de los genes blanco forman parte de la biosintesis del
colesterol o del metabolismo de acidos grasos, por lo que, al silenciarlos los niveles lipidicos
disminuirian. No obstante, para explicar que una elevada expresion de miR-122 conlleva a
dislipidemias, se sugiere que este regula la expresion de los anteriores de manera indirecta

mediante la supresion de un represor transcripcional.>®

En general, este miARN juega un papel importante en varias funciones hepéticas, desde el
metabolismo del colesterol, cancer de higado, respuesta al estrés hasta infecciones virales,
entre otros, y se ha propuesto como un potencial biomarcador de obesidad y resistencia a

la insulina.®!



miR-222

Otro miARN observado en la mayoria de los estudios, entre ellos de obesidad infantil, es el
MiR-222. Su gen se localiza en una region del locus Xp11.3, expresdndose mayormente en
adipocitos y liberandose a la sangre.®! El hsa-miR-222 se encuentra agrupado a otro miARN
(el hsa-miR-221) debido a la cercania entre estos (727 pb de distancia), por lo que la

trascripcion de ambos es llevada a cabo al mismo tiempo.®?

La region promotora del gen hsa-miR-222 presenta dos cajas TATA candnicas, situadas a
550 y 190 pb corriente arriba de la region del pre-mir-222 (Fig. 3A). La sefial de la seccién
poli A 3’ se encuentra corriente abajo de la secuencia de pre-mir-221. La expresiéon del
cluster de miR-222/221 es controlado via Angiotensina Il, mientras que la regulacién

negativa esta dada por el co-represor del receptor nuclear NCOR1 y NCOR2.%3

g Tﬁiﬂ Tﬁ;—ﬁ' miR-222 727 miR-221
I I
e®,
¢ 23333333333&?‘ °e
232?f @oe%

Figura 3. A. Estructura del gen hsa-miR-222. Se observa que forma un clister con el miR-221. El
recuadro rojo indica el promotor (Caja TATA). Recuadros amarillos indican los pre-miR-222 y 221.
El nimero indicado entre miR-222 y 221 refiere a la distancia en pb entre las dos secuencias.
Imagen adaptada de Abak, et al. 2018. B. Secuencia y estructura del pre-mir-222 compuesto por
110 pb, cuya secuencia madura corresponde a 21 nt con la siguiente secuencia: 69 —
AGCUACAUCUG GCUACUGGGU - 89. Fuente: Imagen de miRNAMap; informacién de Tabasi
2009.62



El transcrito pre-mir-222 consta de 110 pb con la siguiente secuencia: 5'-
GCUGCUGGAAGGUGUAGGUACCCUCAAUGGCUCAGUAGCCAGUGUAGAUCCUGUC
UUUCGUAAUCAGCAGCUACAUCUGGCUACUGGGUCUCUGAUGGCAUCUUCUAGCU-

3'. La secuencia del miR-222 consta de 21 nt como se puede apreciar en la figura 3b.%?

Estudios refieren que en la obesidad, la funcion del miR-222 involucra la via de la insulina
por los genes blanco con que se ha encontrado asociacién: STAT5A (transductor de
sefales y activador transcripcional 5a), CDKN1B (cinasa dependiente de ciclina 1B), c-CBL
(proteina ligasa de ubiquitina), PI3KR1 (Regulador de fosfatidilinositol 3 cinasa subunidad
1) y SOCS1 (Supresor de la sefial de citocina 1).** El miR-222 es también un regulador
negativo de la sensibilidad a la insulina de los adipocitos, a través de la aparente represion
de ERa y GLUT4 (transportador de glucosa 4).5° Ademas, se encuentra relacionado
positivamente con el IMC, el porcentaje de grasa corporal y la obesidad mérbida.>® Otro
estudio sefialé que los niveles del miR-222 estan disminuidos durante la adipogénesis, pero
con expresion elevada en obesidad. Sin embargo, esta expresion se encuentra
incrementada en tejido adiposo de ratas obesas y dicho proceso parece estar inducido por
TNF-a. Se ha reportado también que dicho miARN tiene una funcién durante la inflamacién
crénica en la obesidad: inhibe la proliferacion de células endoteliales y la angiogénesis, lo
gue contribuye a desarrollar hipoxia en los tejidos, favoreciendo la produccién de adipocinas
proinflamatorias lo que conlleva a estimular también otros miARN conduciendo a la

resistencia a la insulina.®*

Por lo anterior, en este estudio se evalla la expresion de los miR-122 y 222 circulantes en
escolares con obesidad y con peso adecuado y se estima el riesgo conferido por cada uno,
debido a su potencial como biomarcadores de obesidad y resistencia a la insulina, asi como
su importancia como dianas terapéuticas mediante la sintesis de anti-miARN o tratamientos
alternativos con miARN miméticos. Esto contribuird a la prevencion y tratamiento de la
obesidad, a reducir la prevalencia y evitar futuras complicaciones, ya que la poblacién
infantil, ademas de ser un grupo vulnerable, presentar obesidad en esta etapa podria ser

un factor de predisposicion del padecimiento y las comorbilidades en adultos.
DEFINICION DEL PROBLEMA

La obesidad infanti es una enfermedad crénica que presenta gran numero de

complicaciones, afectando multiples sistemas y tejidos, generando también una mayor
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predisposicién a padecer cancer. Lo anterior puede presentarse a corto o a largo plazo,
reduciendo la calidad y esperanza de vida de quien la padece. Ademas, se ha demostrado
que este padecimiento es importante para la prediccién de la obesidad en adultos, la cual
incrementa los gastos en el cuidado de la salud. En México, la obesidad infantil es altamente

prevalente, siendo Yucatan uno de los estados con las cifras mas preocupantes.

De origen multifactorial, la obesidad puede ser causada por factores internos, externos o la
interaccion entre ambos, de lo cual, la epigenética se encarga de explicar. En nuestro pais
existen pocos estudios enfocados en este campo, y son menos aquellos relacionados con
los niveles de expresion de los miARN circulantes a pesar de que se han reportado en otros

paises asociaciones significativas con la obesidad.

El miR-122 se ha relacionado con el metabolismo de grasas, que en personas con obesidad
lleva a un aumento de lipidos en sangre, generando un mayor riesgo cardiovascular. El
miR-222 se relaciona con la inflamacion y la resistencia a insulina, conduciendo al
desarrollo de DMT2. Ambos miARN estan intimamente relacionados con el IMC, porcentaje
de grasa corporal y se han reportados en nifios con obesidad.

Considerando la carencia de estudios en México donde se mida el perfil de expresion y la
relacion de los miARN circulantes con la obesidad, especificamente el miR-122 y el miR-
222, ambos reportados desregulados y asociados a esta condicion en mudltiples
poblaciones, propuestos como potenciales biomarcadores de obesidad, la presente tesis

busca responder:

¢Los niveles de expresion de los microARN 122 y 222 circulantes se relacionan con

caracteristicas de la obesidad en escolares de Mérida, Yucatan?
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JUSTIFICACION

La obesidad, como trastorno crénico-degenerativo, conlleva a una mayor probabilidad de
muerte prematura debido a la presencia de enfermedades no transmisibles, sin embargo,
en niflos puede ser prevenible y tratable, evitando futuros adultos obesos. Tomando en
cuenta la alarmante prevalencia de exceso de peso en Yucatan, la carencia de estudios del
indole epigenética-obesidad, y sabiendo que dicha condicién patolégica es compleja, el
estudio del perfil de expresion de los miARN permite ampliar el entendimiento de su
etiologia y, conocer el comportamiento de estas moléculas en nuestra poblacion nos
permitirian implementar los tratamientos propuestos en otros paises con el mismo patrén
de expresion.

Es por lo que, en primera instancia, se propone determinar si existen diferencias
significativas entre la expresion relativa de los miARN circulantes entre escolares con
obesidad y peso adecuado de nuestra poblacién. Posteriormente, se identifica la asociacion
de dicha expresion con caracteristicas de la obesidad para evaluarlos como biomarcadores.
Esto permitiria el desarrollo de dianas terapéuticas y su aplicacion como tratamientos
alternativos, por ejemplo, anti-miARN o miARN miméticos para compensar la sobre o sub-

expresion, respectivamente.



HIPOTESIS

La expresion relativa media de los miARNs miR-122 y miR-222 circulantes son
significativamente diferentes en escolares con obesidad que en escolares con peso
adecuado. Los niveles de expresion de estos miARN confieren riesgo a la obesidad en

escolares de Mérida, Yucatan, México.
OBJETIVO GENERAL

Evaluar el riesgo conferido por los microARN 122 y 222 circulantes a la obesidad en
escolares de Mérida, Yucatan, México.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la expresion relativa media de miR-122 y miR-222 circulantes en escolares
obesos y normopeso de Mérida.

2. Determinar la asociacion de la expresion relativa de los miARN miR-122 y miR-222
con indicadores antropométricos de escolares de Mérida.

3. Identificar la asociacion de la expresion relativa de los miARN miR-122 y miR-222
con parametros bioquimicos sanguineos de escolares de Mérida.

4. Evaluar el efecto de la dieta y la actividad fisica sobre los niveles de expresiéon de
los mIARN miR-122 y miR-222 en escolares de Mérida.

5. Determinar la asociacion de los niveles de expresion de los miARN miR-122 y miR-
222 con la obesidad en escolares estratificando por sexo.

6. Establecer un modelo de riesgo a partir de las variables epigenéticas y ambientales

para la obesidad en escolares de Mérida.



MATERIALES Y METODOS.

TIPO Y DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio de tipo casos y controles comparativo, analitico, transversal y
prospectivo, en el que se midieron la expresion relativa de dos miARNSs extraidos de sangre
total. Ademas, se realizaron comparaciones de las mediciones antropométricas, de
parametros bioquimicos, andlisis dietético y de actividad fisica en dos grupos de nifios: con
peso adecuado y con obesidad. Finalmente, se determind la asociacidén existente entre la
expresion de los miARN, los valores antropométricos, los parametros bioquimicos y el

analisis dietético y deportivo con la condicién de padecer obesidad.
UNIVERSO

La poblacién estuvo conformada por nifios y nifias estudiantes de escuelas primarias
publicas con un rango de edad entre 6 a 12 afios, con estado nutricio catalogado segun la
OMS como peso adecuado y obesidad.



MUESTRA

La muestra comprende nifios y nifias pertenecientes a
siete escuelas elegidas por conveniencia, ubicadas en

el centro-poniente de la ciudad de Mérida, Yucatan.

Las escuelas son Esc. Prim. Rafaela Rodriguez, Esc.
5 de mayo, Prim. Miguel Hidalgo y Costilla, Prim.
Francisco |. Madero, Prim. Netzahualcoyotl, Prim.
Ramén Navarrete Rosado, Prim. Manuel Sales
Cepeda y Prim. Leyes de reforma, cuya ubicacion se
puede observar en el mapa de la figura 4.

Se obtuvo una muestra total de 104 escolares
correspondiendo a 54 nifios con obesidad y 50 nifios
de peso adecuado. Sin embargo, se verifico el
cumplimiento de los criterios de exclusion vy
eliminacion para resultar en un total de 100 nifios, 49

nifios con peso adecuado y 50 con obesidad.

UCEL o
Q QMerlda

Kan

Figura 4. Ubicacién geografica de
seis escuelas publicas
pertenecientes al PIOY. A) 5 de
Mayo B) Rafaela Rodriguez. C)
Miguel Hidalgo y Ramén Navarrete
Rosado. D) Manuel Sales Cepeda.
E) Francisco I. Madero. F) Leyes de
Reforma. G) Netzahualcdyotl.

Cuadro 4. Distribucién de escolares participantes por escuela.

Coordenadas de las escuelas participantes.

Escuelas primarias publicas Coordenadas
A. 5de Mayo 20°58°22.1"N, 89°39°36.1"0
B_ Rafaela Rodriguez 20057’37.0”N, 89038’31 .4”0

Ramon Navarrete Rosado

C. Miguel Hidalgo y Costillay | 20°59'14.4"N, 89°39'14.4"0

D. Francisco | Madero 20°58'09.1"N 89°39'26.7"0
E. Leyes de Reforma 20°58'34.0"N 89°38'30.7"0
F. Netzahualcoyolt 20°58'38.4"N 89°38'59.5"0
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DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

Las variables dependientes para el presente trabajo serdn: Expresion relativa de dos
MIARN circulantes (miR-122 y miR-222) (variable cuantitativa), niveles de expresién de los
MIARN circulantes miR-122 y miR-222 (variable cualitativa) y para el desarrollo del modelo
de riego, se utiliza el estado nutricio del escolar (con dos categorias: peso adecuado y
obesidad).

Las variables independientes comprenden al sexo, peso corporal, talla o estatura,
circunferencia de cintura, indice de masa corporal, estado nutricional, indice cintura-
estatura (ICE), entre otras, las cuales se pueden apreciar en el cuadro 5, con respecto a
sus definiciones conceptuales y operacionales, asi como en el cuadro 6 el tipo y escala de

medicion.
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Cuadro 5. Definicién conceptual y operacional de las variables de estudio. Adaptado de referencia

15.
Variable Definicion conceptual
Sexo Condicion  organica la cual
distingue entre masculino 'y
femenino.

Medida de la masa corporal.

Peso corporal

Medida del eje vertical mayor
del cuerpo, que comprende el
punto mas prominente del craneo
y la planta de los pies.

Estatura

Medida de la circunferencia
comprendida entre la Ultima
costilla (102 costilla) y el borde
anterosuperior de la cresta iliaca
derecha e izquierda.

Circunferencia de
cintura

Indicador indirecto de la masa
grasa corporal.

indice de masa
corporal para la edad
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Definicidn operacional

Mediante observacion se le
asignara al nifio una categoria:

a) Femenino: Identifica a las
mujeres.
b) Masculino:

hombres.

Identifica a los

Medicién de la masa corporal de
una persona en kilogramos con la
técnica de Lohman y cols.®” Se
utilizard& una béascula calibrada
marca SECA modelo 760, con una
precision de +100 gramos y con
capacidad maxima de 150 kg.

Medicién del eje vertical mayor
de una persona en metros, con la
técnica de Lohman y cols.®” Se
empleard estadimetro movil de
plastico marca SECA modelo 217
con rango de medicion 20-205 cm y
barra superior movil en forma
circular.

Medicion de la circunferencia
localizada en el punto medio de la
décima costilla y el borde superior
de la cresta iliaca en centimetros,
segun la técnica de Lohman vy
cols.,%” con una cinta métrica flexible
marca Lufkin modelo W606PM.

Es el resultado de la division del
peso corporal entre el cuadrado de
la estatura en metros;
posteriormente, se ubicara la
desviacién estandar en las curvas
de crecimiento de la OMS. Se
diagnostica a partir de este
indicador:

a) peso adecuado >-1DE,
<+1DE
b) sobrepeso >+1DE, <+2DE

c) obesidad >+2DE*



indice cintura-

estatura.

Obesidad Abdominal

Porcentaje de grasa
corporal

Ingesta caldrica

Actividad Fisica

Habitos alimenticios

Glucemia en ayuno

Trigliceridemia en
ayunas

Indicador indirecto de la masa
grasa corporal que se utiliza como
recurso alterno en el diagnostico
de obesidad abdominal.

Acumulacién excesiva de grasa en
la zona abdominal, asociada con
el inicio de enfermedades
cardiovasculares.

Es la medida de la composicion
corporal que corresponde a la
cantidad de grasa corporal que
tiene una persona.

Ingreso de energia a través de la
dieta de los escolares.

La actividad fisica consiste en
juegos, deportes,
desplazamientos, actividades
recreativas, educacion fisica o
ejercicios programados, en el
contexto de la familia, la escuela
o las actividades comunitarias.

Comportamientos  alimenticios
recomendados por las guias de
alimentacion. Incluyen una dieta
equilibrada, 5 alimentos al dia,
bajo consumo de refrescos,
dulces y alimentos altos en grasa.
Bajo consumo de comida rapida.

Niveles de glucosa en suero
sanguineo.

Niveles de
suero sanguineo.

triglicéridos en
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Resultado de la division de la
circunferencia de cintura en
centimetros entre la estatura en
centimetros.

Se diagnostica a partir del
indicador cintura-estatura
pediatrica®®;

Obesidad abdominal: ICE > 0.5

Se medira con bioimpedancia
eléctrica por medio de una bascula
de marca Tanita® con una
capacidad maxima de 150 kg.

Consumo de energia en
kilocalorias, obtenido a través de
recordatorio de 24 horas de la
historia clinica nutrioldgica.

Mediante la encuesta incluida
en la historia clinica-nutrioldgica, se
obtiene un puntaje dado por las
respuestas obtenidas. Los puntajes
determinan el grado de actividad
fisica que realice: escasa, leve,
moderada o intensa.

Mediante la encuesta incluida
en la historia clinica-nutrioldgica, se
obtiene un puntaje dado por las
respuestas obtenidas. Los puntajes
determinan los habitos agrupados
en dos: saludables y poco
saludables. Se mide la frecuencia
en el consumo de cada grupo de
alimentos, refrescos, comida
chatarra y numero de comidas al
dia, asi como frecuencia de
consumo de alimentos fuera de
casa.

Concentracion de glucosa en
suero sanguineo en mg/100ml en
condiciones de ayuno.

70 a 100 referencia normal.

Concentracion de triglicéridos
en suero sanguineo en mg/100ml
en condiciones de ayuno.

<150 adecuado

150-199 limite alto

200 a 499 elevado

>500 muy elevado



HDL en ayunas

LDL en ayunas

VLDL en ayunas

indice metahélico

(IM)

Expresion
relativa de los miR-
122y  miR-222
circulantes

Niveles de
expresion de los miR-
122 'y  miR-222
circulantes
(cualitativa).

Niveles de lipoproteina de alta
densidad en suero sanguineo.

Niveles de lipoproteina de baja
densidad en suero sanguineo.

Niveles de lipoproteina de muy

baja densidad en suero
sanguineo.

Indicador indirecto de
resistencia a la insulina.

Expresion cuantitativa
representada  mediante  una

comparacion de los valores de Ct
del miARN obijetivo en relacion con
un gen de referencia dentro de una
misma muestra.

Mediante normalizacion global
se representa la expresion del
grupo control (peso adecuado)
como valor de referencia. La
normalizacién se realiza con el
promedio de los valores del grupo
control.

Dicotomizacion de la
expresion de los miR 122y 222 en
dos categorias: Niveles
incrementados 'y niveles no-
incrementados.
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Concentraciéon de colesterol
HDL en suero sanguineo en
mg/100ml en condiciones de ayuno.

<40 Bajo

>60 6ptimo
Concentracion de colesterol
LDL en suero sanguineo en

mg/100ml en condiciones de ayuno.

<100 6ptimo, adecuado

100 a 129 Adecuado casi 6ptimo

130 a 159 Limite alto

160 a 189 Elevado

>190 Muy elevado

Concentraciéon de colesterol
VLDL en suero sanguineo en
mg/100ml en condiciones de ayuno.

<100 6ptimo, adecuado

100 a 129 Adecuado casi 6ptimo

130 a 159 Limite alto

160 a 189 Elevado

>190 Muy elevado

Se calcula con los valores de
glucosa, triglicéridos y HDL en
ayuno. La férmula propuesta por
Roitberg® y cols. es:

IM= Glucosa x Triglicéridos
/HDL?

Por medio de la técnica de PCR
tiempo real-cuantificacion relativa
se realiza del método doble delta Ct
obtenido con el Software Data
Assist (Applied Biosystem®), se
calcula un valor numérico que indica
cuantas veces se encuentra
expresado en relacién con el gen de
referencia base.

Los variables son cuantitativas
continuas:

Valor 1: Expresion no
diferencial entre el miARN objetivo y
el gen de referencia.

Valores <1:
disminuida.

Expresion

Valores >1: Expresion elevada.

Para la categorizacién de los
niveles de expresion se establecié
como punto de corte la mediana de



Nivel de expresién Niveles de expresion
conjunto de los miR- circulantes de ambos miARN.

122 'y miR-222

circulantes

(cualitativa).

L DE: Desviacion estandar

la expresion relativa de los miARN
del grupo control.

Mediana de la expresion del
miR-122: 0.81.

Mediana de la expresion del
miR-122:1.629.

Se consideran 4 categorias de
acuerdo con los niveles de
expresion circulante de miR-122 +
miR-222:

Nivel incrementado conjunto
(ambos).

Nivel incrementado s6lo miR-122. El
miR-222 no se encuentra elevado.

Nivel incrementado s6lo miR-222).
El miR-122 no se encuentra
elevado.

Nivel no-incrementado conjunto
(ambos).

*Ct: Cycle threshold o valor umbral de ciclo: punto donde la fluorescencia rebasa el umbral establecido
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Cuadro 6. Variables utilizadas en el analisis de datos.

Variable
Sexo

Peso corporal

Estatura

IMC

Diagnéstico de IMC por
percentiles

Diagnéstico de IMC por
puntaje Z~

Circunferencia de
cintura

indice cintura estatura

Obesidad abdominal

Porcentaje de grasa
corporal
Consumo de energia

Actividad Fisica

Habitos alimenticios

Glucosa
Triglicéridos
HDL

LDL

VLDL

IM

Expresiéon relativa de
los miR-122 'y 222
circulantes

Niveles de expresion de
miR-122 y 222 circulantes

Tipo
Cualitativa

Cuantitativa
Cuantitativa
Cuantitativa
Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa
Cuantitativa

Cualitativa

Cuantitativa
Cuantitativa

Cualitativa

Cualitativa

Cuantitativa
Cuantitativa
Cuantitativa
Cuantitativa
Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cualitativa

Escala
Nominal
dicotémica
De razén
continua
De razén
continua
De razén
continua
De razén
continua
De razén
continua

De razén
continua
De razén
continua
Nominal
dicotémica

De razén
continua
De razén
continua
Ordinal

Nominal
dicotdbmica

De razén
continua
De razén
continua
De razén
continua
De razén
continua
De razén
continua
De razén
continua

De razén
continua

Nominal
dicotdbmica

Unidad de medida
0= Mujer
1=Hombre
Kilogramos (Kg)

Metros (m)
Kg/m?2

Normopeso: P15-P85
Obesidad: >P97
Normopeso: Z = -1DE* y <
+1DE

Obesidad: Z > +2 DE
Centimetros (cm)

Sin unidad

0= Sin obesidad abdominal
(ICE <0.5)

1= Con obesidad
abdominal (ICE>0.5).
Porcentaje

Calorias totales y por
nutriente

O=inactividad o actividad
escasa

1=Actividad leve
2=Actividad moderada
3=Actividad intensa
O=Saludables

1=Poco saludables

Mg/dL
Mg/dL
Mg/dL
Mg/dL
Mg/dL

Sin unidad.

IM < 7 = Sin riesgo a
resistencia a la insulina.

IM > 7 = Con riesgo a
resistencia a la insulina.
Numero de veces
expresado en relacion con
una referencia base.

0= Niveles no
incrementados.

1= Niveles incrementados



Nivel de expresién Cualitativa
conjunta de miR-122 y miR-
222 circulantes

1 DE: Desviacion estandar

Nominal
politémica

NIC: Nivel incrementado
conjunto (ambos).

NI-122: Sélo miR-122 con
nivel incrementado. El miR-
222 no se encuentra
elevado.

NI-222: Sélo miR-222con
nivel incrementado. El miR-
122 no se encuentra
elevado.

NNC: Nivel no-
incrementado conjunto
(ambos).

*Ct: Cycle threshold o valor umbral de ciclo: punto donde la fluorescencia rebasa el umbral establecido
~El puntaje Z se calcula restando el valor antropométrico real menos la mediana de los datos, todo esto, dividido entre la

desviacién estandar.
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CRITERIOS

Cuadro 7. Criterios para la seleccion de la muestra.

Criterios

Caso

Control

Inclusion

Escolares no consanguineos con
obesidad de acuerdo con criterios
de la OMS para niflos de 5 a 12
anos, determinado por IMC para la

edad, como obesidad:

Escolares no consanguineos con
peso adecuado, de acuerdo con
criterios de la OMS para nifios de 5
a 12 afios, determinado por IMC
para la edad, como peso adecuado:

e Percentil: >97.7 e Percentil: >15y <85

Puntaje Z: Entre -1 y 1

desviaciones estandar.

e Puntaje Z: mayor a dos °

desviaciones estandar

Escolares que cursen la educacion primaria en las escuelas publicas
de la Secretaria de Educacion del Estado de Yucatéan.

Escolares con autorizacion (firma de consentimiento informado) por
parte del padre de familia o tutor, para la participacién en el proyecto.
Escolares que firmen la carta de asentimiento, otorgando su

participacion.

Exclusion .

Escolares con diagnéstico clinico evidente de sindromes genéticos
asociados con obesidad.

Escolares con peso bajo de acuerdo con criterios de la OMS, que
muestren un IMC para la edad menor a 15 percentil o con sobrepeso
con IMC para la edad mayor a 85 pero menor de 97 percentil.
Escolares con tratamiento farmacoldgico que altere el metabolismo o
gque consumen  habitualmente  medicamentos  esteroides,
antipsicoticos (Clozapina, Olanzapina, Quetiapina y Fenotiazinas),
antidepresivos (heterociclicos, mirtazapina, inhibidores selectivos de

recaptura de serotonina), antiepilépticos y otros (valproatos vy litio).’




Escolares con diagndstico médico de enfermedades crénicas:
enddcrinas como diabetes tipo 1 0 2, hiper o hipotiroidismo, sindrome
de Cushing, déficit de la hormona del crecimiento, insulinoma,
sindrome de ovario poliquistico, Sindrome de Stein-Leventhal,
lesiones hipotalamicas e hiper o hipocortisolismo; renales entre las
gue abarca la insuficiencia renal crénica, infeccion crénica de vias
urinarias, litiasis urinaria, tubulopatias (acidosis tubular renal),
enfermedades hepdticas; psiquiatricas como trastornos del suefio,
depresion mayor o esquizofrenia; inmunitarias como la enfermedad
inflamatoria intestinal o lupus eritematoso sistémico, y cualquier tipo
de cancer.>’

Los padres que no firmaron la carta de consentimiento informado.

Eliminacién | e

Los nifios que no dieron asentimiento para la toma de muestras de
sangre y la realizacion de la antropometria, a pesar de la firma del
consentimiento informado por los padres o tutores.

La ausencia de algun dato en nifios participantes.

El retiro voluntario de los nifios o por decisién del padre o tutor, a
pesar de haber firmado la carta de consentimiento.

De quienes se obtenga material biologico o ARN degradado o baja

calidad que no permita ensayo de laboratorio.

Definicion de la exposicion

La exposicion es definida como la expresién relativa y los niveles de expresiéon de los miR-

122 y miR-222 comparada con el grupo control como valor de referencia en la

normalizacion.

40




FUENTES Y RECOLECCION DE LA INFORMACION

Para la recolecta de informacién se visitaron escuelas primarias publicas de la Secretaria
de Educacion Publica (SEP) del Estado de Yucatan, las cuales se ubican en el interior de
la ciudad de Mérida en Yucatan, México.

Se solicitd el permiso a la SEP y a los directores de cada plantel para autorizar la
participacion de los padres y escolares inscritos, asi como permitir el uso de sus
instalaciones.

Dias previos a la reunién programada para otorgar informacion, se entregaron invitaciones
de asistencia y se colocé un cartel donde se exponia el dia y hora de la junta. Durante la
junta informativa dirigida a los padres de familia, se entregaron folletos y se present6 el
proyecto por medio de material audiovisual (presentacion en diapositivas dirigida) o
rotafolios.

Taller para padres

La junta informativa, con duracién de 1 hora (de 7:00 am a 8:00 am), se llevé a cabo en las
escuelas en espacios otorgados por el directivo a cargo. Se presentd el proyecto
exponiendo el objetivo, propdsito y se explicd detalladamente el método a seguir, en qué
consistia la participacion de cada uno y qué requerian para formar parte. También, se
mencionaron los riesgos y beneficios del estudio y se aclararon las dudas. Concluida la
junta, se les invitd a registrarse y agendar cita, firmaron la carta de consentimiento
informado y se entrego la carta de asentimiento para el menor, misma que devolvieron el
dia de la toma de datos.

Se establecieron fechas para la toma de datos, las cuales consistia en una hora (de 7 am
a 8 am) para la toma de sangre y medidas antropométricas y a partir de las 8 am, se
programaron entre 3y 4 citas de 30 min cada una, donde la asistencia del padre o tutor era
requerida.

El espacio otorgado para la toma de muestra se distribuyd en dos estaciones: una destinada
a la toma de sangre y la otra para mediciones antropométricas. En primera instancia se
realizaba la antropometria y en seguida, la recolecta de sangre periférica. Para concluir la
participacion de cada escolar y su respectivo tutor, durante la cita agendada después de la

toma de muestra y mediciones, se realizo la historia clinica nutriolégica.

Toma de datos antropométricos



A cargo de cuatro nutridlogos se realizaron mediciones de peso, talla, circunferencia de
cintura, porcentaje de grasa corporal, con ayuda de basculas, estadiometro y cinta métrica,

cuya técnica se describe mas adelante.

Toma de muestra sanguinea

Se colectaron 6 ml de sangre en dos tubos, cada uno con 3 ml: el tubo morado con
anticoagulante EDTA se destind para la medicién de miARN vy el tubo rojo para parametros
quimicos. Todos los tubos se etiquetan con un folio y se almacenan en gradillas colocadas

en neveras con hielo para el posterior transporte al laboratorio.

Historia clinica-nutricional y validacion

La historia clinica-nutricional se elaboré a manera de encuesta con 27 items cada uno con
4 opciones de respuesta correspondiente a una escala, segun corresponda. En ella se
busc6 obtener informacion de héabitos alimenticios y deportivos, asi como frecuencia de
consumo de alimentos. Ademas, se incluyé el formato para la elaboracion del recordatorio
de 24 horas.

El contenido de la encuesta se valido por el método de agregados individuales y
posteriormente se sometié a pilotaje. Finalmente, se evalud la consistencia interna del
instrumento obteniendo un alfa de Cronbach de 0.739. Dicha validacion se realiz6 a mamas
y/o papas de nifios entre 6 y 12 afios que estudien en escuelas primarias.

Todas las historias clinicas nutriolégicas se resguardaron en un locker bajo llave a
disposicién solamente de los investigadores a cargo. Las bases de datos creadas para el
estudio se almacenaron en la computadora del investigador responsable protegidos con

contrasefia de seguridad.

Posterior a la toma de sangre y datos antropométricos se le otorgé al nifio un pequefio
refrigerio, calcomanias y un lapiz. A los padres de familia se les ofreci6 asesoria nutricional
del menor, de acuerdo con los datos antropométricos y dietéticos obtenidos. También se

les entreg0 los resultados de los analisis quimicos sanguineos de su hijo.

Ensayos de laboratorio
Los ensayos de laboratorio para la determinacion de los perfiles de expresion de miARN
circulantes consistieron en extraer los &cidos nucleicos, sintetizar el ADN complementario

y cuantificar por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real.
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Lo anterior se llevé a cabo en el laboratorio de genética del Centro de Investigaciones
Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” unidad biomédica, localizado en la calle 43 s/n,

Inalambrica, con cadigo postal 97225 en la ciudad de Mérida, Yucatan.

METODOS Y TECNICAS

TECNICAS DE ANTROPOMETRIA.

Se tomaron medidas antropométricas de peso, talla y circunferencia de cintura, para
posteriormente calcular el IMC, el IMC para la edad por puntaje Z y percentiles de acuerdo

con la OMS y el indice de cintura-estatura.

Peso corporal: Se utiliz6 como instrumento una bascula calibrada marca SECA© modelo
760. Previamente, se le solicité al nifio que vaya con ropa ligera, se retire zapatos y
calcetines, ademas de que esté en ayudas, habiendo orinado y defecado antes de la
medicion. El nifio se coloco sobre la bascula, con los pies ligeramente separados sobre las
plantillas, totalmente erguido, brazos descansando a los costados. Se anot6 el valor
registrado.®’

Talla: El instrumento utilizado fue un estadiémetro de uso movil, marca SECA© modelo
217. Se le pidi6 al nifio que se retire los zapatos y adornos en el pelo, asi como peinados
en caso de que se interfieran con la medicién. Se verific6 que las puntas de pies estén
ligeramente abiertas (45°), los talones, cadera y superficie posterior de la cabeza estén en
contacto con la pared del estadiometro. Se verificd que las rodillas no estuvieran flexionadas

y los hombros estuvieran relajados. Se registro el dato.5”

Circunferencia de cintura: Se utilizé la cinta Lufkin© modelo W606PM. Se midi6 por arriba
de la prenda de uniforme por respecto al nifio/a. El nifio estuvo erguido, con el peso
distribuido en ambos pies, levemente separados y el abdomen relajado. Por detras del
menor se identifico la parte mas estrecha del torso. Se le solicit6 levantar los brazos, para

rodear la cintura con la cinta. La cinta se tensé. Finalmente, se registré el dato.®’

Porcentaje de grasa: En la bascula marca Tanita® se introdujeron n los parametros:
estatura, edad y sexo. Posteriormente, se colocé al menor con ambos pies separados

ligeramente quedado en posicion con los electrodos de la base. Los talones se posicionan
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en la parte inferior de los electrodos inferiores de la base y los dedos del pie en los

electrodos superiores de la base. Se registrd el dato.

TECNICAS DE LABORATORIO.

Toma de muestra sanguinea.

Técnica: Venopuncion

Instrumentos: Agujas, camisetas para agujas, torniquete (liga plana de latex), alcohol
etilico o isopropilico al 70%, algoddn, dispensador de agujas, tubos Vacuntainer® morado
y rojo, guantes.

La metodologia para la técnica de venopuncion de acuerdo con el protocolo de Ruiz™, se
puede revisar en anexos (Anexo V).

Extraccion de ARN.
Técnica: Extraccion y purificacion de ARN pequefios (MiARN).

Instrumento: microRNA purification por Norgen™ (Biotek Corp, Canada).

Para la extraccion de ARN, se utilizo el kit comercial de microRNA Purification de la marca
Norgen™ (Biotek Corp, Canada), nimero de catalogo 21300. Los pasos por seguir dados

por el fabricante se pueden apreciar en los anexos (Anexo V).
Determinacion de los niveles de expresion circulantes de MicroRNAs

Sintesis de ADNc.
Técnica: Transcripcion Inversa de ARN a ADNCc.
Instrumento: TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit.

En tres tubos para microcentrifuga se preparé Master Mix Reverse Transcription (RT), con
los reactivos y volimenes observados en el cuadro 8. Cada uno de los tubos corresponde

a cada objetivo (miR-122, miR-222 y U6 como enddgeno).

Cuadro 8. Componentes y los volimenes correspondientes para la RT-PCR.

Reactivos Volumen para 1 reaccién
dNTPs mix (100mM) 0.15 pL
MultiScribe™ Enzima RT (50U/uL) 1L
10x RT Buffer 1.5 uL
Inhibidor de RNasa (20U/pL) 0.19 uL
Agua libre de nucleasas 4.16 yL
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5x RT primer 3 uL
Muestra de miARN 5uL
Total 15 uL

Los parametros de tiempo/temperatura que se establecieron en el termociclador Step One
PCR, se pueden observar en la figura 5. Si terminado el proceso, no se amplificaba
inmediatamente, se almacenaban las muestras a una temperatura de 4°C.

85°C

5 min
42°C
16°C / 30 min

30 min

4°C
©0

Figura 5. Pardmetros para la reaccion de transcripcion reversa para los miARN

Amplificacion de los miARN
Técnica: PCR tiempo real cuantitativa (QPCR).

Instrumento: Step One PCR en tiempo real Applied Biosystems®©

En cada tubo de 1.5 mL para microcentrifuga se depositaron los voliimenes de los reactivos
que se muestran en el cuadro 9. Se obtuvieron 3 tubos independientes, uno por cada sonda,

ya que los tres presentaban sondas marcadas con el dye FAM.

Cuadro 9. Componentes y los volimenes correspondientes para la gPCR.

Reactivos Volumen
TagMan Master Mix 5uL
TagMan MicroRNA Assay 20x miR-122* y miR- 0.25 pL
222 (Primers + sonda-FAM)
TagMan microRNA Assay snU6 engodeno 0.25 pL
(FAM)T
Agua libre de nucleasas 25uL
Cdna 2 UL
Total 10 pL

*El Assay ID de miR-122 es Hs 04231489_s1, con numero de catdlogo #4426961. (Applied Biosystems). El Assay ID del miR-222 es
002276, con nimero de catalogo #4427975 (Applied Biosystems).
TTanto el miR-122, miR-222 y U6 se utilizaran por separado debido a que todos se encuentran marcados con el dye FAM.
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Se prepararon 9 reacciones por individuo: reaccién por triplicado de miR-122, de miR-222
y del gen enddégeno U6.

En el termociclador para PCR tiempo real, se determinan los parametros en modo estandar,

para muestras con volumen de 10 L, con los ciclos y temperaturas de la figura 6.

40 ciclos
95°C 95°C
10 min 15 seg
50°C °9°C
— 1:30 min

Figura 6. Pardmetros para la reaccion de amplificacién de la cADN.

Cuantificacion y expresion de miARN con el método de doble delta
CT

La expresion relativa de los miARN se calcul6 por cuantificacion relativa en términos de Ct,
mediante el método doble delta Ct (2-AACT), el cual expresa la proporcion obtenida de la
relacién entre los valores Ct de la muestra y los valores Ct del control, como se puede

observar en la siguiente ecuacion:™

ratio = 2‘[ACT muestra—ACT control]

ratio = 2~IAACP]

La expresion relativa de cada miARN por muestra se midi6 con ayuda del software

DataAssist™ (Applied Biosystems).
Muestra de referencia: Normalizacion

Para interpretar la expresion relativa y los niveles de expresion (incrementados o no-
incrementados) de los miARN circulantes, se toma como referencia la media obtenida del
grupo control (escolares con peso adecuado), mediante la técnica de normalizacién global,

el cual realiza el software Data Assist. Dicho programa obtiene las medias de los miARN
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122y 222 del grupo control y posteriormente lo compara con el grupo caso y consigo mismo.
Se obtiene un valor numérico continuo que indica el nimero de veces que presenta la

expresion en comparacion con el grupo de referencia.

ANALISIS ESTADISTICOS

Descripcion de los datos

Se determinaron medidas de tendencia central y de dispersion para las variables a asociar
y para la expresion relativa de los miARN circulantes, ordenando la informacién en tablas,
por medio del paquete estadistico SPSS version 23.0 (SPSS 23.0 para Windows; SPSS,
Inc., Chicago, IL) y Microsoft Excel.

Diferencia en los pardmetros antropométricos, bioquimicos y de

ingesta caldrica en escolares con obesidad y normopeso.

Se verificd el cumplimiento de los supuestos, entre estos, la normalidad con la prueba
Kolmogrov-Smirnov, la independencia y la igualdad de varianzas mediante graficos de
dispersion de los residuos.

Se evaluo las diferencias de medias de los parametros antropomeétricos, bioquimicos y la
ingesta caldrica total, de proteinas, grasas y carbohidratos de los nifios con obesidad y peso
adecuado mediante la prueba estadistica t de Student con un nivel de significancia al 0.05%,

mediante el programa estadistico SPSS.
Diferencia en la expresion de los miARN circulante en escolares con
peso adecuado y con obesidad.

Primeramente, se verificé el cumplimiento de los supuestos, entre estos, la normalidad con
la prueba Kolmogrov-Smirnov, la independencia y la igualdad de varianzas mediante
graficos de dispersion de los residuos. Los niveles de los miARN se normalizaron

transformando las variables a logaritmo natural.

Se evaluo las diferencias entre la expresion relativa de los miARN circulantes de nifios con
peso adecuado y con obesidad mediante una comparacion de medias independientes,
tomando los valores cuantitativos en términos de Ct. El estadistico utilizado fue t de Student

con un nivel de significancia al 0.05%, mediante el programa estadistico SPSS.

La diferencia de proporcidon entre los niveles de expresion de los miARN circulantes
(definidos categdricamente como niveles incrementados y niveles no incrementados) de los

nifios con peso adecuado y con obesidad, se estableci6 mediante una prueba no
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paramétrica para variables nominales, la Chi cuadrada, con un nivel de significancia de
0.05.

Evaluacion de la asociacion entre los parametros antropométricos,
bioquimicos e ingesta caldrica con la expresion de los miARN miR-122
y miR-222.

Las variables cuantitativas (parametros antropomeétricos, bioquimicos e ingesta calérica
total y por nutriente) se correlacionaron con la expresion relativa de los miARN miR-122 y
miR-222, mediante la r de Pearson. Los valores fueron significativos si el valor de p era
menor de 0.05. Todas las variables que resultaron significativas en la correlacion, se
utilizaron para crear modelos de regresion lineal multiple para evaluar la asociacién con los

niveles de expresion de los miARN.

Para determinar diferencia entre proporciones y la asociacion entre todas las variables
cualitativas de habitos alimenticios y de actividad fisica con los niveles de expresién de los
MIARN se realiz6 una prueba Chi cuadrada. Valor de p menor a 0.05 se considerd

significativo.

Modelo de riesgo a partir de variables epigenéticas y ambientales.

Se propuso un modelo de regresion logistica, donde el estado nutricio se consideré variable
dependiente y los niveles de expresion de los miARN, indicadores antropométricos, ingesta
calérica y actividad fisica fueron variables independientes o predictoras. El modelo
obtenido, mediante la raz6n de momios (Odds ratio por sus siglas en inglés, OR) evalué el

riesgo conferido que cada variable aporta para el desarrollo de la obesidad.
CONSIDERACIONES ETICAS.

El estudio se realizé conforme a lo dispuesto en el Reglamento de la Ley general de
Salud en Materia de Investigaciéon’?, NOM 313 de ahora en adelante “REGLAMENTO”
(Secretaria de Salud 1987, modificado en 2014), donde en todos los apartados del articulo
14 se exige los lineamientos éticos minimos, incluyendo, el consentimiento informado y por
escrito de los participantes y cuidando del bienestar de los animales utilizados para

investigacion.
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De igual manera como marca el articulo 16 del REGLAMENTO, que habla sobre la
confidencialidad, se protegié la privacidad de cada uno de los participantes y de los datos
proporcionados por ellos, no se vinculé la identidad de alguno de ellos y los resultados no

fueron ni seran utilizados para perjuicio alguno.

Ademas, como establece el Articulo 120 del REGLAMENTO, se aclaré6 a los
participantes que los resultados se publicaran en revistas cientificas, congresos o cualquier
evento académico, Unica y exclusivamente con fines educativos y cientificos. Cuidando que

se respete siempre la confidencialidad a que tiene derechos los sujetos de investigacion.

Asimismo, se cumplen los principios éticos de la Asamblea Médica Mundial de Helsinki
(modificado en Brasil octubre 2013) y del Codigo Internacional de Etica Médica (modificado
en Sudéafrica, octubre 2006), asi como lo establecido en las disposiciones y lineamientos de
la Comisién Nacional de Bioética (CONBIOETICA) 2016, con los principios de Beneficencia,
no Maleficencia, Justicia y Autonomia.
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RESULTADOS

Descripcion de la muestra

Se determinaron variables antropomeétricas a 99 nifios quienes cumplieron con los criterios
de inclusion, esto es 50 escolares con obesidad y 49 peso adecuado para la edad y sexo,
con el fin de realizar posteriormente el andlisis de asociacion. La distribucién de los
escolares por sexo, edad y escuela, asi como la categorizacion de estos por estado
nutricional, se visualiza en el cuadro 10. Las caracteristicas generales y antropométricas de
la poblacién, categorizadas por el estado nutricional se puede visualizar en el cuadro 11.

Cuadro 10. Distribucién de la poblacion de escolares por escuela, prevalencia de obesidaday
peso adecuado por sexo y edad.

Total Escolares con Escolares con Peso
VANAEHE Frecuencia (%) Obesidad (n=50) (%)  adecuado (n=49) (%)
Escuela primaria
Rafaela Rodriguez 7 (7.07) 4 (8) 3(6.12)
5 de mayo 17 (17.17) 10 (20) 7 (14.28)
Miguel Hidalgo 21 (21.21) 11 (22) 10 (20.4)
Ramon Navarrete 3(3.03) 1(2) 2 (4.08)
Manuel Sales Cepeda 4 (4.04) 24 2 (4.08)
Francisco I. Madero 25 (25.25) 14 (28) 11 (22.44)
Leyes de Reforma 9 (9.09) 3 (6) 6 (12.24)
Nezahualcoyotl 8 (8.08) 5 (10) 3(6.12)
Otras 5 (.05) 0 5(10.2)
Total (n=100) 99 (100) 50 (100) 49 (100)
Sexo
Femenino 50 (50.51) 22 (44) 28 (57.14)
Masculino 49 (49.49) 28 (56) 21 (42.86)
Total 99 (100) 50 (100) 49 (100)
Edad*
6 a 9 afios 60 (60.61) 31 (62) 29 (59.18)
10 a 12 afios 39 (39.39) 19 (38) 20 (40.82)
Total 99 (100) 50 (100) 49 (100)

Fuente: Cuestionarios sobre datos generales aplicados a los tutores y antropometria realizada en las poblaciones de casos
y controles entre los afios 2018-2019. a) La obesidad, a partir de los criterios de la OMS. Obesidad 2+2 DE. *La edad fue

designada con los afios cumplidos, no se contemplaron los meses de edad.
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Cuadro 11. Caracteristicas generales y antropométricas de la poblacién de estudio segun el
diagnostico nutricional y categorizado por sexo.

Total Obesidad Peso adecuado
VARIABLE (n=100) (n=50) (n=49) po
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Edad (afios) 9.02 (+1.65) 9.18 (+1.52) 8.86 (+1.78) 0.332
Sexo FIM (%) 50/49 (51/49) 22/28(44/56) 28/21(58/42) 0.161¢
Peso (kg) 38.03 (+13.29) 47.69 (+11.25) 28.18 (+5.94) <0.001
Talla (m) 1.33 (x0.11) 1.36 (+0.10) 1.29 (+0.11) 0.003
IMC (puntaje 2) 1.48 (+ 1.52) 2.86 (+0.61) 0.07 (+0.60) <0.001
Circunferencia 68.75 (+12.66) 79.45 (+7.39) 57.83 (£5.49) <0.001
cintura (cm)
ICE 0.51 (+ 0.08) 0.58 (+0.049) 0.44 (+0.04) <0.001
(PO/OO)rce”taJe degrasa  ,g 76+ 9.13) 36.75 (+4.61) 20.61 (+3.76) <0.001
NITIES
Total Obesidad Peso adecuado
VARIABLE (N=50) (n=22) (n=28) pb
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Edad (afios) 8.93 (+1.78) 9.34 (+1.71) 8.61 (+1.81) 0.154
Peso (kg) 37.54 (+15.55) 50.46 (+14.18) 27.38 (+ 6.26) <0.001
Talla (m) 1.32 (x0.13) 1.38 (£0.12) 1.28 (+0.12) 0.011
IMC (puntaje 2) 1.16 (+1.46) 2.69 (+0.43) -0.04 (+0.58) <0.001
Circunferencia 66.35 (+13.70) 79.85 (+8.48) 55.75 (+4.42) <0.001
cintura (cm)
ICE 0.49 (+0.08) 0.57 (+0.04) 0.43 (£0.04) <0.001
Pr Zirce”taje degrasa 58 77(+8.67) 37.80 (£3.42) 21.67 (+2.94) <0.001
Total Obesidad Peso adecuado
VARIABLE (n=49) (n=28) (n=21) pP
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Edad (afios) 9.12 (+1.52) 9.06 (+1.38) 9.19 (+1.72) 0.771
Peso (kg) 38.53 (+10.65) 45.5 (+7.89) 29.24 (+5.46) <0.001
Talla (m) 1.33 (£0.1) 1.35 (+0.9) 1.31 (+0.10) 0.124
IMC (puntaje 2) 1.81 (+1.52) 2.99 (+0.7) 0.24 (+0.61) <0.001
Circunferencia 71.2 (+11.10) 79.14 (+6.55) 60.60 (+5.65) <0.001
cintura (cm)
ICE 0.53 (+0.75) 0.58 (+0.05) 0.46 (+0.02) <0.001
E;Z)r centajedegrasa .5 76 (49 66) 35.92 (£5.28) 19.2 (+4.31) <0.001

IMC: indice de Masa Corporal. ICE: indice cintura estatura. DE: Desviacion estandar. a) El puntaje Z se consider6 por
criterios de la OMS: obesidad 2+2 DE y peso adecuado >-1 DE y <+1 DE. b) valores significativos de p (<0.05) en
negritas. ¢) Prueba Chi cuadrada para variables nominales.

La media de la edad de los escolares (n=99) fue de 9.02 afios, con una desviacion

estandar de +1.65; los valores observados para los nifios de peso adecuado y con obesidad
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Porcentaje

no fue significativamente diferente (p=0.332). Con el andlisis de otras caracteristicas
antropométricas, se demostré que la media de estatura, peso, IMC, circunferencia de
cintura, ICE y porcentaje de grasa corporal en los escolares con obesidad fue
significativamente mayor comparado con los escolares con peso adecuado. La prevalencia
de obesidad abdominal en el total de la muestra corresponde a un 51.51%, de los cuales 2
escolares tienen peso adecuado y 49 padecen obesidad. La distribucién de la obesidad
abdominal por sexo y por diagndstico nutricional se visualiza en la figura 7. No existe
diferencias significativas en la prevalencia de obesidad abdominal entre hombres y mujeres
(p=0.26), sin embargo, la distribucibn de menores con obesidad abdominal y peso

adecuado vs. obesidad, si presenta diferencias significativas (figura 7a. p<0.001).

A) p=0.701
.001 ———— 949 Diagndstico B)
il P il 42 IMC 55.3% Sexo
[0 Peso adecuado 60.0% Euz?;?re
[l Obesidad 44.7%

80.0%

800% 40.0%~

Porcentaje

40.0%

p=0.763

20.0%

9.5% 7.1%

8.163%

——

Peso adecuado Obesidad 0%
Con obesidad abdominal

20.0%

0%~

Peso adecuado  Obesidad
Con obesidad abdominal

Figura 7. Prevalencia de obesidad abdominal. A. Obesidad abdominal distribuido por
estadio nutricional (p<0.001). B. Obesidad abdominal distribuido por sexo y estado
nutricional: hombres vs. mujeres con peso adecuado, p=0.763; hombres vs. mujeres con
obesidad, p=0.701.

Al realizar la categorizacion por sexo se encontraron diferencias significativas entre
nifias y nifios de peso adecuado. Los varones presentan significativamente mayor indice de
cintura (p=0.001) y por consiguiente significativamente mayor ICE (p=0.023), pero las nifias
presentan significativamente mayor porcentaje de grasa (p=0.018). No existen diferencias

significativas en el porcentaje de grasa entre nifias y nifios que padecen obesidad.
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Descripcion de los parametros bioquimicos de la poblacion de estudio.

Se determinaron pardmetros bioguimicos de los 50 escolares con obesidad y 49 con peso
adecuado. En forma global, las concentraciones medias de glucosa, lipidos y acido Urico
estuvieron dentro del rango normal, segun los criterios para edad pediatrica de la
Federacion Internacional de la Diabetes (por sus siglas en inglés IDF) y la Asociacion
Americana del Corazén (por sus siglas en inglés AHA)®7. Al comparar estas variables
entre los nifios con IMC adecuado y obesidad existio diferencia significativa en los valores
séricos de triglicéridos, HDL, VLDL, la relacién de colesterol total/HDL (CT/HDL), &cido Urico
e indice metabdlico (IM) (Cuadro 12). Se midid la frecuencia de nifios de acuerdo con el
punto de corte del IM establecido por Roitberg et al.®® (Figura 9).

Al realizar la estratificacién por sexo, se vio diferencia significativa en triglicéridos, HDL,
VLDL, en la relacién CT/HD, acido arico e IM en nifias y en nifios los mismos parametros a
excepcion de la relacion CT/HDL donde no se hallaron diferencias.

La prevalencia de dislipidemias (al menos un parametro fuera de los valores de referencia)

en los dos grupos poblacionales, se puede visualizar en la figura 8.

p=0.014 —— Diagnéstico de IMC

[OPeso adecuado
77.6% B Obesidad

100.0%~

80.0%—

54%
46%

60.0%—

Porcentaje

40.0%—

22.4%

20.0%—

0%
Sin dislipidemias Con dislipidemias

Figura 8. Prevalencia de dislipidemias en nifios con peso adecuado y obesidad. Se considerd
a un menor con dislipidemias con al menos un parametro alterado (p=0.014).

53



Porcentaje

100.0%—

80.0%—

60.0%=

40.0%=

20.0%—

95.9%

0%

IM<7

68%

p<0.001

32%

41%

IM=>7

indice Metabélico

Figura 9. Prevalencia de los nifios con peso adecuado y obesidad de tener un IM
menor o mayor a 7 (p<0.001). El valor como indicador indirecto de RI.
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[CJPeso adecuado
B Obesidad

Cuadro 12. Descripcién de variables bioquimicas de la poblacién de estudio segun el
diagnostico de obesidad categorizado por sexo?.

Total Obesidad a deci?doo
VARIABLE (n=99) (n=50) (n=49) p°
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Glucosa (mg/dL) 78.02 (£11.21) 79.02 (£12.10) 77.00 (x10.25) 0.372
TG (mg/dL) 101.31 (+68.05) ( 18142.565)4 74.54 (+28.19) <0.001
CT (mg/dL) 154.71 (+31.36) ( 13165.852 ( 1215§§i7)6 0.544
LDL (mg/dL) 97.12 (+26.21) 97.87 (+25.73) 96.35 (+26.93) 0.775
HDL (mg/dL) 43.37 (+9.77) 39.01 (£7.68) 47.83 (¥9.73) <0.001
VLDL (mg/dL) 20.26(+13.61) 25.51 (+16.81) 14.90 (+5.63) <0.001
Relacion CT/HDL 3.75 (¢1.28) 4.18 (+1.48) 3.31 (x0.84) 0.001
’(An‘i;]}gt;r'co 3.95 (£1.27) 4.60 (+1.19) 3.28 (£0.97) <0.001
Creatinina (mg/dL) 0.7 (£0.12) 0.69 (x0.12) 0.70 (x0.12) 0.682
IM 5.09 (+4.53) 7.08 (£5.07) 3.07 (¥2.72) <0.001
Nifias
Total Obesidad Peso adecuado
VARIABLE (n=50) (n=22) (n=29) p®
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Glucosa (mg/dL) 76.9 (£10.72) 78.29 (+11.66) 75.81 (+10.00) 0.421
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TG (mg/dL) 108.95 (+84.72)  151.52 (111.83)  75.50 (+25.74) 0.005
CT (mg/dL) 158.64 (+32.51) 160.79 (+41.96)  156.95 (+23.28) 0.683
LDL (mg/dL) 97.17 (+25.51) 96.18 (+26.33) 97.95 (+25.31) 0.81

HDL (mg/dL) 44.35 (+10.37) 38.31 (£7.08) 49.09 (+10.16) <0.001
VLDL (mg/dL) 21.79 (+16.94) 30.30 (+22.36) 15.10 (5.14) 0.005
Relacién CT/HDL 3.73 (+1.04) 4.25 (+1.08) 3.32 (£0.82) 0.001
(Anfg]}gl_“)”co 3.89 (¢1.26) 4.78 (+1.11) 3.19 (£0.88) <0.001
Creatinina (mg/dL) 0.69 (+0.13) 0.68 (+0.13) 0.70 (+0.131) 0.545
IM 5.15 (+4.93) 8.29 (+5.97) 2.68 (£1.42) <0.001

Nifios
Total Obesidad Peso adecuado
VARIABLE (n=49) (n=28) (n=21) pb
Media (DE) Media (DE) Media (DE)

Glucosa (mg/dL) 79.15 (x11.69) 79.59 (£12.61) 78.58 (+10.60) 0.769
TG (mg/dL) 93.52 (£44.79) 108.71 (+47.53)  73.27 (+31.78) 0.005
CT (mg/dL) 150.7 (£29.95) 153.34 (+31.12)  147.18 (+28.68) 0.482
LDL (mg/dL) 97.07 (£27.16) 99.20 (+25.65) 94.22 (+29.46) 0.531
HDL (mg/dL) 42.38 (+9.12) 39.55 (+8.20) 46.15 (+9.10) 0.011
VLDL (mg/dL) 18.70 (8.95) 21.74 (9.5) 14.65 (6.35) 0.005
Relacién CT/HDL 3.77 (£1.49) 4.12 (+1.75) 3.30 (£0.89) 0.057
(ArﬁédlgL”)”CO 4.01 (+1.29) 4.46 (+1.25) 3.40(+1.09) 0.003
Creatinina (mg/dL) 0.70 (0.11) 0.7 (:0.12) 0.71 (x0.11) 0.954
IM 5.04 (+4.14) 6.13 (+4.09) 3.58 (+3.82) 0.031

a) La obesidad fue diagnosticada a partir de los criterios de la OMS: obesidad >+2 DE; adecuado se consider6 >-2

DE y <+1 DE. TG: triglicéridos, CT: colesterol total, HDL: lipoproteina de alta densidad, LDL: lipoproteina de baja
densidad, VLDL: IM: Indice metabdlico, DE: desviacion estandar. b) valores significativos de p (<0.05) en negritas.

Consumo energético y de nutrimentos en la poblacién de estudio

Se evalud las diferencias en el consumo de energia en kilocalorias totales y por
macronutriente (proteinas, lipidos e hidratos de carbono), en 78 escolares, debido a que
s6lo este numero de encuestas se consideraron confiables con base en las respuestas
dadas, los demas se descartaron debido a datos incompletos y respuestas no claras. No se

hallaron diferencias significativas entre ambos grupos de nifios (Cuadro 13).

Al estratificar por sexo se evidencid que las nifias con obesidad consumen

significativamente menos carbohidratos que las de peso adecuado (p=0.044).
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Cuadro 13. Caracteristicas de la dieta consumida por los escolares, clasificados segun el

diagnostico peso?.

Total Obesidad Peso adecuado
VARIABLE (n=78) (n=42) (n=36) p®
Media (DE) Media (DE) Media (DE)

1883.03 1811.05
Ingesta total (Kcal) (x567.53) (x462.10) 1964.72 (+664.64) 0.232
Macronutrientes
Hidratos de Carbono 1052.46 1021.07
(Kcal) (£384.44) (+331.36) 1088.1 (+439.01) 0.443
Lipidos (Kcal) 559.87 (£239.54) 521.77 (£228.71) 603.13 (+247.26) 0.133

Proteinas iKcaIi 270.68 ii92.04i 268.21 ii94.16i 273.48 ii90.79i 0.801

Total Obesidad Peso adecuado
VARIABLE (n=41) (n=19) (n=22) pP
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
1856.45 1667.47
Ingesta total (Kcal) (x626.29) (x432.33) 2012.56 (¥722.32) 0.075
Macronutrientes
Hidratos de Carbono 1008.95 0.044
(Kcal) (+x416.18) 874.15 (+236.18) 1120.30 (+498.5)
Lipidos (Kcal) 576.28 (+242.03) 539.21 (+228.76) 606.91 (+253.35) 0.373
Proteinas (Kcal) 271.21 (£83.87) 254.10 (£70.30) 285.34 (£92.75) 0.234
Nifios
Total Obesidad Peso adecuado
VARIABLE (n=37) (n=23) (n=14) pb
Media (DE) Media (DE) Media (DE)
1886.14

Ingesta total (Kcal) 1913.2 (+499.37) 1929.67 (+461.00) (£574.15) 0.801
Macronutrientes
Hidratos de Carbono 1101.86 1035.21
(Kcal) (x343.88) 1142.43 (+353.48) (x329.12) 0.365
Lipidos (Kcal) 541.25 (£238.62) 507.36 (+232.78) 596.92 (+246.20) 0.274
Proteinas (Kcal) 270.08 (£101.70) 279.86 (+110.30) 254.00 (+87.22) 0.461

a) El estadio nutricio fue diagnosticado a partir de los criterios de la OMS: obesidad >+2 DE; adecuado se considerd

>-2 DE y <+1 DE. b) valores significativos de p (<0.05) en negritas.

56




£0.0%A p=0.311 omed p=0.109 © Diagndstico de IMC
© [CPeso adecuado
o :
§ 8 M Obesidad
51% : =
0o 49% 50.0% \o 8 ?Q
60.0%~ o b X X
40.8% < o ﬁ
40.0% N S e N
Ay S _—
2 @ o <
2 ) N ©
s 5 R =
g 40.0% ° W% N
o P4 o
20.0%~
20.0%~
10.0%—
0% 0%
Poco saludable Saludable Escasa Leve  Moderada  Intensa
Habitos alimenticios Actividad fisica

Figura 10. Resultados obtenidos en la encuesta aplicada a padres de familia en referencia a los
habitos alimenticios y actividad fisica de los escolares participantes. A. Los items de la seccion de
alimentacion se agruparon en dos variables: saludable y poco saludable (p=0.311). B. Los items
agrupados de actividad fisica se distribuyeron en 4 categorias de mayor a menor actividad: actividad
intensa, moderada, leve y escasa (p=0.109).

Por medio de la encuesta aplicada a los padres se agruparon variables y se midieron
frecuencias. Las respuestas de la variable “Habitos alimenticios” se dicotomiza en
“saludable”, cuya mayor frecuencia se observa en nifios con peso adecuado, y “poco
saludable”, siendo mas frecuente en nifios con obesidad (Figura 10a). No sé observo

diferencia significativa en las proporciones (p=0.311).

Por otro lado, se midio la frecuencia de actividad fisica realizada por semana, siendo
cuatro categorias: escasa, leve, moderada e intensa, como puede apreciarse en la figura
10b. No se observaron diferencias significativas en la frecuencia de actividad fisica entre

nifios con peso adecuado y con obesidad (p=0.109).
Expresion relativa de los miARN miR-122 y miR-222.

Los valores de Ct obtenidos de la PCR tiempo real (cuadro 14) se relativizaron a la
expresion del control endégeno snRNUG utilizado de acuerdo con la literatura y el proveedor
de la marca de reactivos utilizada. La cuantificacion de la expresion por medio del método
244Ct 'y posterior a la normalizacién, se observd que el miR-122 se expresé
significativamente diferente en la poblacion estudiada. Con una media de expresion de 0.33

en obesidad y de 0.22 en escolares con peso adecuado, se expresa 1.47 mas veces en
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obesidad en comparacion con los que se encuentran en su peso adecuado (p=0.001). Por
otro lado, los niveles medios de expresion del miR-222 en nifios con obesidad fue 5.65y en
nifios con peso adecuado de 3.16, esto es 1.78 veces mas que en nifios eutroficos con un
nivel de significancia de 0.025. Ambos métodos se realizaron por separado y con la técnica

de normalizacion global (Cuadro 14, Figura 11).

Cuadro 14. Valores de Ct para miR-122, 222, obtenidos por PCR tiempo real.

Total Obesidad Peso adecuado

VARIABLE (n=99) (n=50) (n=49) p?

Media (DE) Media (DE) Media (DE)
Ct
miR-122 32.48 (+2.47) 32.67 (¢2.27) 32.30 (22.67) 0.471
miR-222 24.63 (+3.40) 25.26 (+3.86) 24.00 (£2.77) 0.065
Expresion relativa (Fold Change)
miR-122 0.27 (+34) 0.33 (£0.33) 0.22 (£0.34) 0.001
miR-222 4.42 (+6.00) 5.65 (+4.6) 3.16 (£5.33) 0.025

DE: desviacién estandar. A) Prueba t de Student, valores significativos < 0.05 en negritas.

18
16

1.78
1.47

1.4
L2 1 1

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

miR-122 miR-222

m Peso adecuado = Obesidad

Figura 11. Expresion relativa de los miARN 122 y 222 en nifios con obesidad y peso
adecuado. La referencia de expresion esta dada por el promedio de expresion que obtuvo el
grupo con peso adecuado. A) Nivel de significancia del miR-122, p=0.001. B) Nivel de
significancia del miR-222 p=0.025.

Para algunas pruebas posteriores, la expresion relativa se dicotomiz6é de acuerdo con

los niveles de expresion circulante (Con niveles incrementados o no incrementados, ver en
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Métodos), tomando como punto de corte la mediana del nivel de expresién de los miARN
obtenida de los controles, siendo este valor 0.81 para miR-122 y 1.629 para miR-222. La
prevalencia de los niveles de expresion de cada miARN circulante, se puede observar en

la figura 12ay b.

Por otro lado, se agruparon los dos miARN en una sola variable, tomando en cuenta los
niveles de expresion conjunta, es decir, se obtuvieron cuatro categorias que representaban
si ambos miIARN presentaban niveles incrementados o no incrementados (NIC= niveles
incrementados de ambos miARN; NNC= Ninguno de los dos miARN estuvo incrementado),
asi como si un miARN se encontré con niveles incrementados y el otro no (NI-122=

Incrementado solo el miR-122; NI-222= Incrementado sélo el miR-222, ver figura 12C).
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Se encontré una proporcién significativamente mayor de escolares con obesidad que

presentaron niveles de expresion incrementado del miR-122 en comparaciéon con la

proporcion de escolares con peso adecuado (Figura 12A). Los niveles de expresion

incrementados del miR-222, se hallaron en un 49% de los nifios con peso adecuado y en

un 58% en escolares con obesidad, sin diferencias significativas (Figura 12B). Cuando se

dividié en 4 categorias, las proporciones en cada una variaron siendo significativamente

diferentes entre si (p=0.016): Los niveles de expresion no incrementados de ambos miARN

se hallaron en mayor medida en nifios con peso adecuado. Por otro lado, se observo mayor

prevalencia de niveles incrementados en conjunto en nifios con obesidad, como se aprecia

en la figura 12c.
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Figura 12. Niveles de expresion de los
miARN circulantes en nifios con obesidad y peso
adecuado.

A) Niveles de expresion circulante del miR-
122.

B) Niveles de expresion circulante del miR-
222.

C) Categorizacibn de los niveles de
expresion conjunta de los miARN.

NIC= Niveles Incrementados en Conjunto. NI=
Niveles incrementados. NNC= Niveles No-
incrementados en Conjunto.
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Asociacion entre la expresion relativa de los miR-122 y miR-222 con

variables antropomeétricas.

Se realizaron correlaciones entre la expresion relativa del miR-122 con las variables
antropométricas para identificar las posibles relaciones existentes. Se hall6 relacion del
mIiARN con el peso, el IMC, la circunferencia de cintura, el indice cintura-estatura y el

porcentaje de grasa (cuadro 15).

Cuadro 15. Correlacién de Pearson entre la expresion relativa del
miR-122 y las variables antropométricas.

VARIABLE (n=99) r de Pearson pP

Edad (afios) 0.103 0.311
Peso (kg) 0.224 0.026
Talla (m) 0.117 0.248
IMC (puntaje Z2)? 0.284 0.004
Circunferencia cintura (cm) 0.321 0.001
ICE 0.322 0.001
Porcentaje de grasa (%) 0.272 0.006

a) El puntaje Z se considerd por criterios de la OMS: obesidad =2+2 DE y peso adecuado
>-1 DE y <+1 DE. b) Valores significativos menores a 0.05 en negritas. IMC: indice de masa
corporal. ICE: indice cintura- estatura.

El modelo de regresion lineal multiple obtenido con todas las variables significativas de
la correlacion arrojé un nivel de significancia de 0.033 con una R? de 0.121; sin embargo,

se detect0 colinealidad entre variables por lo que se ajusté el modelo.

El segundo modelo, el cual estuvo constituido por las variables peso (= -0.029,
p=0.187), circunferencia de cintura (=0.066, p=0.032) y porcentaje de grasa (B= -0.007,
p=0.798), result6 con una p=0.007 y una R? de 0.120, previa comprobacion del

cumplimiento de los supuestos.

Se realiz6 un tercer modelo considerando a la Unica variable con significancia
estadistica individual del modelo anterior, circunferencia de cintura, para lo cual se obtuvo
una p= 0.001, R?=0.103 y un coeficiente f de 0.035.

Se hall6 relaciéon del miR-222 con el porcentaje de grasa (r=0.213; p=0.034).
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La regresion lineal multiple se realiz6 con la variable mencionada anteriormente, para lo
cual se obtuvo una B=0.032, p=0.034 y una R? de 0.045, previa comprobacién del

cumplimiento de los supuestos.

Asociacion entre la expresion relativa de los miR-122 y miR-222 con

parametros bioquimicos.
Se hallé relacion de la expresion relativa del miR-122 con los niveles séricos de

triglicéridos, HDL, VLDL y con el indice metabdlico (cuadro 16).

Cuadro 16. Correlacién de Pearson entre la expresion relativa del miR-122 y los parametros
bioquimicos.

VARIABLE (n=99) [r de Pearson p VARIABLE (n=99) |r de Pearson p

Glucosa (mg/dL) -0.154 0.127 | VLDL (mg/dL) 0.266 0.008
TG (mg/dL) 0.266 0.008 | Relacién CT/HDL 0.189 0.06
CT (mg/dL) -0.022 0.827 | Acido trico (mg/dL) 0.114 0.262
LDL (mg/dL) 0.069 0.496 | Creatinina (mg/dL) 0.111 0.297
HDL (mg/dL) -0.373 0.0001 | indice metabdlico 0.271 0.007

TG: triglicéridos, CT: colesterol total, HDL: lipoproteina de alta densidad, LDL: lipoproteina de baja densidad, VLDL:
Lipoproteina de muy baja densidad. a) Valores significativos menores a 0.05 en negritas.

La regresion lineal mdltiple se realiz6 con las variables cuya significancia fue menor a
0.05: niveles séricos de triglicéridos, HDL, VLDL y con el indice metabdlico. El modelo
obtenido logré una significancia menor al 0.0001 con una R? de 0.201; sin embargo, por

razones de colinealidad, se excluy6 a la variable VLDL.

El modelo resultante afin a los supuestos contaba con tres variables predictoras:
triglicéridos (B=0.008, p=0.01), HDL (B= -0.068, p=0.002) e indice metabdlico (p= -0.097,
p=0.096).

Un tercer modelo se desarroll6 en el cual se incluyeron las dos variables que obtuvieron
significancia estadistica individual, a saber, triglicéridos y HDL. Para este, se obtuvieron
coeficientes 3 de 0.004 (p=0.036) y -0.047 (p=0.001) respectivamente, generando un
modelo con significancia <0.0001 y una R? de 0.178.

Se hall6 relacién del miR-222 con los niveles séricos de triglicéridos, acido urico, HDL,

VLDL e indice metabdlico (cuadro 17).
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Cuadro 17. Correlacion de Pearson entre la expresion relativa del miR-222 y los parametros
bioquimicos.

VARIABLE (n=99) [r de Pearson p VARIABLE (n=99) |r de Pearson p@

Glucosa (mg/dL) -0.058 0.57 |[VLDL (mg/dL) 0.215 0.033
TG (mg/dL) 0.215 0.033 |Relacién CT/HDL 0.182 0.071
CT (mg/dL) 0.039 0.702 |Acido drico (mg/dL) 0.219 0.03
LDL (mg/dL) 0.097 0.341 | Creatinina (mg/dL) 0.206 0.05
HDL (mg/dL) -0.283 0.005 |indice metabdlico 0.271 0.007

TG: triglicéridos, CT: colesterol total, HDL: lipoproteina de alta densidad, LDL: lipoproteina de baja densidad, VLDL:
Lipoproteina de muy baja densidad. a) Valores significativos menores a 0.05 en negritas.

Al realizar la regresiéon lineal mdltiple con las cinco variables significativas en la

correlacion, el modelo obtenido no era significativo (p=0.8).

Se desarrollé otro modelo formado por las variables triglicéridos (=0.003, p=0.316),
HDL (B=-0.035, p=0.067) e indice metabdlico (3=9.9E-5, p=0.999), obtuvo una significancia

de 0.013 y una R? de 0.106, excluyendo nuevamente a VLDL por colinealidad.

Se realiz6 un tercer modelo el cual incluia solamente a triglicéridos (3=0.002, p=0.097)
y HDL (B= -0.035, p=0.013) con una p=0.005 y una R? de 0.106.

Para comprobar si HDL estaba asociado con la expresion relativa del miR-222 sin la
interaccion de alguna otra variable, se corri6 un modelo donde solamente se incluia a este

parametro, el cual resultdé con una B=-0.039, significancia de 0.005 y R? de 0.080.

Asociacion entre la expresién relativa de los miR-122 y miR-222 con la
ingesta calorica y los niveles de expresion de los miARN con la actividad

fisica.

Se correlaciond la expresién relativa del miR-122 con las calorias totales ingeridas y
aquellas proporcionadas por cada macronutriente, lipido, proteina y carbohidrato (cuadro

18). No se encontro relacion con ninguna variable.

Cuadro 18. Correlacion de Pearson entre la expresion relativa
del miR-122 y la ingesta calorica.

VARIABLE (n=79) r de Pearson p?
Ingesta total (Kcal) 0.018 0.873
Hidratos de Carbono (Kcal) 0.015 0.893
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Lipidos (Kcal) -0.022 0.846

Proteinas (Kcal) 0.107 0.351

a) Valores significativos menores a 0.05 en negritas.

El modelo de regresion lineal multiple con las cuatro variables anteriores: ingesta total,
de carbohidratos, lipidos y proteinas (medidas en calorias), no hallé asociaciones
significativas (R?=0.019 p=0.702).

Por medio de la prueba estadistica Chi cuadrada y los niveles de expresion del miR-122
circulante, no se hall6 asociacion alguna con los habitos alimenticios y actividad fisica
(p>0.304).

Por medio de correlacién r de Pearson, se identifico la relacion existente entre la
expresion relativa del miR-222 con las calorias totales ingeridas y aquellas proporcionadas
por cada macronutriente, lipido, proteina y carbohidrato (cuadro 19). La ingesta de
proteinas se relacioné de manera directa con los niveles de expresion del miR-222 (r=0.243,
p=0.032).

Cuadro 19. Correlacion de Pearson entre la expresion relativa
del miR-222 y la ingesta calorica.

VARIABLE (n=78) r de Pearson p@

Ingesta total (Kcal) 0.077 0.501
Hidratos de Carbono (Kcal) 0.106 0.356
Lipidos (Kcal) -0.080 0.486
Proteinas (Kcal) 0.243 0.032

a) Valores significativos menores a 0.05 en negritas.

Para establecer la asociacion, se realiz6 regresion lineal multiple con la variable que
resulté significativa. El modelo obtenido confirmé la asociacion positiva entre la ingesta de
proteinas y los niveles de expresion del miR-222, arrojando una $=0.004, con valor de p de
0.032 y R? de 0.059.

Se identificd la asociacién por medio de la prueba estadistica Chi cuadrada entre los
niveles de expresion del miR-222 con los habitos alimenticios y los diferentes niveles de
actividad fisica obtenidas en la encuesta. No se hall6 asociacion significativa alguna

(habitos alimenticios: p=0.57; actividad fisica: p<0.34).
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Asociacion entre los niveles de expresion de los miR-122 y miR-222

circulantes con el género.

La prueba de comparacion de medias t de Student evidencio las diferencias en la
expresion relativa del miR-122 y del miR-222 de acuerdo con el sexo del menor (cuadro

20). No se observaron diferencias significativas (p=0.809 y 0.966, respetivamente).

A continuacion, por medio de una prueba Chi cuadrada se evalué la asociacion entre
los niveles de expresion de cada miARN y en conjunto con el sexo, de acuerdo con el
diagnéstico nutricional. Se halld significancia entre los niveles de expresién del miR-122 y
la obesidad, independiente del sexo (p=0.002) y en nifias (p=0.02). No se hall6 asociacion
en varones. Por otro lado, los niveles de expresion del miR-222 y la obesidad no se asocio
con el género (p>0.25) (cuadro 20).

Se analiz6 la asociaciéon con la obesidad tomando en cuenta los niveles de expresion
conjunta de ambos miARN y el sexo donde no se hall6 significancia estadistica por género
(p>0.05). Por el contrario, se observé que presentar niveles de expresién incrementados en
conjunto aporta 3.11 veces mas probabilidad de desarrollar obesidad independientemente
del sexo (p=0.023). Por otro lado, los niveles incrementados del miR-122 (cuando el miR-
222 no lo esta), aporta 3.42 veces mas probabilidad de desarrollar la condicion,

independente del género del escolar (p=0.045) (cuadro 21).

Cuadro 20. Promedio de los niveles de expresion de los miARN 122 y
222 estratificado por sexo y estado nutricional

Todos (n=99)

Peso adecuado

Objetivo Nifias (N=50) Nifios (N=49) p2
miR-122 0.27 (x0.38) 0.287 (+0.29) 0.809
miR-222 4.39 (+ 5.66) 4.44 (+ 3.39) 0.966

Nifias (n=50)

(o))
(31

Nifios (n=49)

Objetivo Obesidad (N=22) (N=28) p@
miR-122 0.34 (+ 0.38) 0.21 (+ 0.37) 0.067
miR-222 6.22 (£ 6.27) 2.96 (£ 4.76) 0.012




Peso adecuado

Objetivo Obesidad (N=28) (N=21) p?
miR-122 0.32 (£0.29) 0.24 (+0.29) 0.071
miR-222 5.20 (+ 6.59) 3.44 (£ 6.13) 0.068

a) Prueba t de Student. Valor significativo <0.05 en negritas.

66




Cuadro 21. Asociacion entre los niveles de expresion individual y en conjunto de los miR-122 y miR-222 y el

sexo, de acuerdo con el diagnéstico nutricional.
microARN 122

Peso

Nivel de expresion o dzsjg i Obesidad  x2 OR IC95% pa
Nifias
No incrementado 18 14 4 Referencia
Incrementado 32 14 18 5.414 4.5 1.21-16.71 0.02
Total 50 28 22
Nifios
No incrementado 16 10 6 Referencia
Incrementado 33 11 22 3.743 3.333 0.96-11.56 0.053
Total 49 21 28
Nifias + Niflos
No incrementado 34 24 10 Referencia
Incrementado 65 25 40 9.21 3.84 1.57-9.36 0.002
Total 99 49 50

N e Obesidad X2 OR IC95% pe
Nifias
No incrementado 25 16 9 Referencia
Incrementado 25 12 13 1.299 1.926 0.621-5.977 0.254
Total 50 28 22
Nifios
No incrementado 21 9 12 Referencia
Incrementado 28 12 16 0 1 0.319-3.127 1
Total 49 21 28
Nifias + Nifilos
No incrementado 46 25 21 Referencia
Incrementado 53 24 29 0.8 1.438 0.65-3.17 0.368
Total 99 49 50

microARN 122 + microARN 222

n adecuado Obesidad X2 OR IC95% p?
Nifias
NNC 16 12 4 Referencia
NI-122 9 4 5 2.33 3.75 0.66-21.25 0.12
NI-222 2 2 0 0.64 0.00 Indefinido 0.42
NIC 23 10 13 3.81 3.9 0.96-15.81 0.05
Total 50 28 22
Nifios
NNC 11 6 5 Referencia
NI-122 10 3 7 1.28 2.8 0.46-16.92 0.25
NI-222 5 4 1 0.95 0.3 0.02-3.62 0.32
NIC 23 8 15 1.19 2.25 0.52-9.73 0.27
Total 34 14 20




Nifias + Nifos

NNC 27 18 9 Referencia

NI-122 19 7 12 3.99 3.42 1.00-11.71 0.045
NI-222 7 6 1 0.97 0.33 0.03-3.2 0.32
NIC 46 18 28 5.16 3.11 1.14-8.41 0.023
Total 99 49 50

n= tamafio de muestra. OR=0dds ratio. IC95%-=lIntervalo de confianza al 95%. NNC=Niveles no-Incrementados en Conjunto. NI-122= Niveles
del miR-122 incrementados. NI-222= Niveles del miR-222 incrementados. NIC=Niveles incrementados en conjunto. A) Valor p de la prueba
estadistica Chi cuadrada, cuya alfa es 0.05.

Modelo de riesgo a partir de las variables epigenéticas y ambientales para

la obesidad en escolares.

El andlisis de regresion logistica se realizé tomando como variable dependiente la
clasificacion del estatus nutricional de los nifios, como peso adecuado y obesidad. Las
variables independientes fueron elegidas por jerarquizacion de acuerdo con la significancia
en andlisis previos, es por lo que se tomé en consideracion como variables epigenéticas las
cuatro categorias de sobreexpresion de ambos miARN, como pardmetros bioquimicos al
LDL e indice metabdlico y como variables ambientales: ingesta de proteinas y actividad

fisica escasa.

El andlisis clasifico el 84.6% como correcto, con una R? de 50.5. Los parametros de las

variables del modelo resultante se pueden observar en el cuadro 22.

Cuadro 22. Parametros de la regresion logistica binaria del primer modelo resultante.

Variables Porcentaje IC95%

independientes global B P Inferior Superior
LDL -0.044 0.022 0.957  0.922 0.994
indice metabdlico 1.286 <0.0001 3.617 1.918 6.820
NIC 1.627 0.047 5.088 1.023  25.293
Ingesta de proteinas (kcal) 84.6 -0.015 0.016 0.985 0.973 0.997
Actividad Fisica Escasa 1.425 0.214 4.157 0.439 39.352
Constante 2412 0.232 11.157

LDL= Lipoproteinas de baja densidad. B= Beta. P= Valor de significancia, menores a 0.05 en negritas indican
significancia estadistica. OR= Odds ratio. IC95%= Intervalo de confianza al 95%. NIC=Niveles incrementados en conjunto.

Sin embargo, se evaluaron mas modelos, encontrando uno que explica mayor varianza
en comparacion con el anterior, ya que cuenta con una R? de 0.513 y clasificé un 88.5%
como correcto. Las variables que constituyen al modelo final, sus odds ratio y su

significancia se aprecian en el cuadro 23.

Cuadro 23. Parametros de la regresion logistica binaria del segundo modelo resultante.
B p OR 1C95%
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Variables

Porcentaje

independientes global LiiEies S

NNC 0.146

NI-122 1.701 0.121 5.480 0.637 47.137
NI-222 -0.415 0.797 0.661 0.028 15.597
NIC 1.977 0.041 7.218 1.081 48.190
Colesterol 88.5% 0.013 0.620 1.013 0.963 1.065
LDL -0.053 0.104 0.948 0.889 1.011
indice metabdlico 1.354 <0.001 3.872 1.971 7.609
Ingesta de proteinas -0.014 0.025 0.986 0.974 0.998
Constante 0.716 0.772 2.045

LDL= Lipoproteinas de baja densidad. NNC=Niveles no-Incrementados en Conjunto. NI-122= Niveles del miR-122
incrementados. NI-222= Niveles del miR-222 incrementados. NIC=Niveles incrementados en conjunto. B= Beta. P= Valor
de significancia, menores a 0.05 en negritas indican significancia estadistica. OR= Odds ratio. IC95%= Intervalo de

confianza al 95%.

El dltimo modelo propuesto (cuadro 23), sugiere que los nifios con niveles de expresion

incrementada de ambos miARN tienen 7.2 veces mas probabilidad de desarrollar obesidad

(p=0.041). El indice metabdlico indic6 que confiere riesgo al desarrollo de obesidad

(p<0.001). La ingesta de proteinas medida en kcal, por el contrario, tuvo una relacién

inversa, siendo factor protector (p=0.025). Las demas variables en conjunto no aportan

riesgo ni proteccion para el desarrollo de obesidad manera significativa.
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DISCUSION

La Organizacion Mundial de la Salud refiere a la obesidad como una enfermedad que ha
incrementado progresivamente en las Ultimas décadas, representando un desafio para la
salud publica del siglo actual. Esta tendencia se mantiene para los menores de 18 afios, y
es preocupante por las consecuencias en la salud en las siguientes etapas de la vida.”™
Yucatan no esta exento de esta problematica, la prevalencia de obesidad infantil reportada

en el estado resulta mayor que la media a nivel nacional.

Los miARN circulantes, debido a que tienen la capacidad de regular células diferentes a las
de su origen (similar a hormonas), poseen un potencial poder predictor o reflector del
desarrollo o estado de ciertas patologias, como lo es la obesidad, por lo que podrian ser

utilizados como biomarcadores.”®

El presente estudio determiné que los nifios con obesidad presentan 1.47 veces mas
expresion del miR-122 (p=0.001) que los nifios eutréficos. Con respecto al miR-222, se

encontrd 1.78 veces mas expresado en nifios con obesidad (p=0.025).

En segundo lugar, se observé que solamente el miR-122 se asocié con la obesidad. A pesar
de que los niveles de expresion del miR-222 fueron mayores en nifios con obesidad en
comparacion con el miR-122, no se asocié con obesidad, puesto que se observd un
porcentaje similar de sobreexpresion entre nifios con peso adecuado y nifios con obesidad.
En cambio, el miR-122 que se expresé 1.47 veces mas en nifios con obesidad, se observo
una distribucibn menos homogénea, ya que el 80% de estos presentaba sobreexpresion,

en comparacion con un 51% de nifios hormopeso con sobreexpresion.

De acuerdo con el trabajo de Prats y cols. (2013)% se hall6 similitud en cuanto a los valores
Ct de ambos miARN. El estudio menciona que el miR-122 mostraba valores entre 30 y 35,
siendo la media de Ct en el presente estudio de 32.67. Para el miR-222 se esperaban

valores entre 20 y 25, obteniéndose una media de 24.63 en este estudio.

Los resultados anteriores muestran similitudes con lo obtenido en otros estudios. En el
estudio realizado en Estados Unidos por Thompson y cols.>*(2017), compararon los niveles
de expresidn de 20 miARN circulantes (en términos de fold change) en nifios sanos respecto
niflos con obesidad y la enfermedad de higado graso no alcohdlico, hallando que el miR-
122 se encontraba 12.5 veces mas (p<0.0001) y el miR-222, 2.14 veces mas (p<0.0001)



en nifios con obesidad. En el estudio de Prats y cols®. en 2013 se realizé una comparacion
entre niflos delgados y nifios con obesidad, resultando los niveles de los miR-122 y 222
mayores en el grupo de obesidad (p<0.05); al complementar el estudio con una validacion
longitudinal, resulté que ambos miARN incrementan sus niveles conforme aumenta el IMC.
Ademas, las relaciones reportadas con el IMC, la circunferencia de cintura y el porcentaje
de grasa son similares a lo obtenido en el presente estudio, donde el miR-122 se encontré
relacionado con el ICE y el peso (p<0.026); en cambio, el miR-222 solamente con
porcentaje de grasa (p=0.034). Las mediciones de la expresion de los miARN, se llevaron
a cabo en términos de cuantificacion relativa, siendo comparables con el presente estudio.®
Otro estudio en 2013 reporté que, entre varios miARN, los niveles de los miR-122 y miR-
222, medidos en términos de cuantificacion relativa, se encontraban significativamente
incrementados en hombres con obesidad en contraste con hombres normopeso.5?
Nuevamente se confirma la asociacién (p=<0.001) con caracteristicas de la obesidad como
masa grasa, circunferencia de cintura e IMC,%? similar a lo obtenido en el presente trabajo.
La expresion del miR-122 tiene efectos pro-adipogénicos, lo que explicaria la relacién con
el porcentaje de grasa. La sobreexpresion del miR-122 se asocia con obesidad infantil y
perfil lipidico anormal. Ademas, el 122 y el 222 participan en comun en la via del PI3k/Akt

como un regulador positivo de diferenciacién de adipocitos.”’

En cuanto a los resultados del perfil lipidico, a pesar de que las medias globales de ambos
grupos no rebasaban los valores de referencia, el 18.36% de los nifios con normopeso y el
32% de los nifios con obesidad presentaron al menos un valor anormal. En el estudio de
Castro-Sansores y cols. del 201622, quienes midieron triglicéridos, colesterol y glucosa en
escolares yucatecos, encontraron que los valores superiores de triglicéridos se hallaban en
niflos con sobrepeso y obesidad, por el contrario, el colesterol no presenté diferencia
alguna, similar a lo obtenido en el presente estudio. Bibiloni y cols. (2015)’® midieron los
niveles séricos de lipidos en nifios del norte de México y obtuvieron que un 54.3% de los
nifos independientemente de su IMC, presentaba al menos un parametro alterado,
encontrando nuevamente diferencias entre los niveles de triglicéridos y HDL en nifios con
peso normal y nifios con obesidad, pero no en colesterol total.”® El por qué en nifios
mexicanos no es tan comun encontrar alteraciones en los niveles de colesterol cuando se
comparan grupos con base en su IMC, sabiendo que los altos niveles de colesterol se
asocian con este pardmetro antropométrico, aun es incierto. No obstante, una hipétesis
para explicar dicho fendmeno podria ser considerar otras variantes como la dieta o la
inclusion de nuevos polimorfismos. De acuerdo con esto ultimo, la presencia del alelo
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APOE*2, Kamboh y cols. (1991), refieren que explicaria los niveles de colesterol por debajo
de la media.” Sin embargo, esto no explica que en Yucatan los adultos presentan niveles
medios de colesterol por encima de otros estados, puesto que al llegar a la etapa adulta los
niveles se incrementen hasta 33%.% Otra posible hipétesis seria considerar la existencia
de nifios con obesidad metabdlicamente sanos, para lo cual habria que realizar mas
estudios. Se debe considerar también que el metabolismo de los nifios no funciona de la
misma manera que un adulto, debido a la plasticidad tanto estructural como funcional en
sus tejidos, confiriéndole caracteristicas diferenciales que evolucionan conforme progresa

el crecimiento y desarrollo puberal, con la influencia del sexo del nifio.®!

Se obtuvo también, que los niveles de expresion del miR-122 y del miR-222 estaban
correlacionados positivamente con los niveles plasmaticos de triglicéridos, VLDL e indice
metabdlico, y de manera negativa, con el HDL. Ademas, el miR-222 se relaciond también
con el &cido Urico. Similarmente, en el estudio de Gao y cols. del 2012 se registra que los
niveles de expresion del miR-122 se encuentran incrementados en pacientes con
hiperlipidemia y hallan asociaciones positivas con colesterol total, triglicéridos y niveles de
colesterol LDL.%? El estudio de Kandhro y cols. (2017) comparte similitud en la asociacién
del miR-122 con triglicéridos®, aunque en ninguno de los dos estudios se encontrd
correlacion significativa con HDL como en la presente tesis. En contraste con Willeit y cols.
(2017), analizando los niveles circulantes de miR-122 hallaron correlacién con los niveles
plasmaticos de HDL Yy triglicéridos, pero no con colesterol total ni con LDL.#* De acuerdo
con el trabajo de Al-Rawaf (2018), el miR-222 se relaciona con el IMC, ICE, niveles séricos
de triglicéridos, HDL y LDL.8°

La asociacion del miR-122 con los niveles de colesterol y triglicéridos esta bien
fundamentada, tanto por estudios animales como humanos. Dichos estudios demuestran
que la expresion del miR-122 modifica los niveles de colesterol y triglicéridos séricos por
modular la sintesis del colesterol y la secrecién de las VLDL. También se ha reportado que
la inhibicion del miR-122 disminuye los niveles de LDL e incrementa los del HDL. Dado que
el miR-122 circulante se ha detectado transportado por medio de particulas de LDL y HDL,

contribuye a la asociacién con estas moléculas.®

Se menciond previamente, la existencia de una correlacion positiva del miR-222 con los
niveles de acido urico; Sin embargo, son carentes los estudios de miARN que mencionan

la relaciéon con este parametro. Un estudio llevado a cabo por Yu y cols. (2015), obtuvo
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resultados discrepantes a los obtenidos en esta tesis: a mayor concentracion de &cido urico
sérico, menor expresion de miR-222. Dicho estudio se realizé en poblacion adulta
masculina japonesa, lo que sugiere que nuestra poblacién responde diferente, tal vez por
la cuestién étnica, sin embargo, se esperan mas estudios que puedan avalar esta relacion.®’
Por otro lado, otros estudios descritos en el articulo de Szabo y Csak en 2016,%8 sugieren
que los niveles de acido Urico podrian activar el proceso pro-inflamatorio, debido a que
activa factores inflamatorios hepaticos mediante la activacion de la via de sefalizacion
proinflamatoria NF-kB, %8 similar al relacionado con la funcién del miR-222, de esta manera
es posible relacionarlos, pero no se encuentran asociados directamente. Otra posible
explicacién que relaciona lo antes mencionado, puesto que se ha descrito que corriente
arriba del promotor del miR-222, existe un sitio de union para NF-kB quien funciona como

factor de transcripcion de este miARN, regulando su expresion. %09

La resistencia a la insulina (RI) es la anormalidad metabdlica principal mas comadn en el
desarrollo del sindrome metabdlico en nifios y adultos.®? Se utiliz6 el indice metabdlico (IM)
como un indicador indirecto de IR. El IM resulta mucho mas facil, barato, y, de acuerdo con
Roitberg et al.®® (quienes lo propusieron en 2016), este indicador fue mas eficiente en
comparacion con el HOMA (area bajo la curva del IM=0.881 vs. HOMA-IR= 0.861). El IM
ha sido utilizado y evaluado en poblacion maya demostrando tener un buen valor prondstico
indirecto de RI,%® y en el presente estudio arrojé una asociacion significativa con ambos
MIARN. Esta tesis corresponde al primer estudio en relacionar el IM en poblacién pediatrica

con niveles de miARN.

En diversos estudios como el de Shah y cols. (2017) se ha demostrado que el miR-122 esta
asociado con la Rl independiente del perfil metabdlico, edad, sexo e IMC, sugiriéndolo como
marcador metabdlico.®* Jones, et al. (2017) mencionan que los niveles altos de miR-122
estan asociados con la obesidad y la resistencia a la insulina incrementando el riesgo de
desarrollarla de hasta 3.1 veces (p=7.5 x107°).%

En cuanto al miR-222, Ma y cols. (2018) en un estudio realizado en Estados Unidos donde
se incluyé a personas de diferentes grupos étnicos encontré asociaciéon con la RI
(p=0.0001).%¢. En el estudio de Shiy cols. (2014) al usar un oligonucleotido anti-sentido de

miR-222 se observé que la expresion del ERa y GLUT4 incrementaron draméaticamente.®’

Existen dos vias principales de transduccién que son activadas por la insulina para la

captacion de glucosa: La via del fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la via de las MAPK (la
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proteina cinasa activada por mitégeno). Aunque ambas vias regulan la mayoria de las
acciones de la insulina asociadas a la regulacion del metabolismo energético, de la
expresion de los genes y de efectos mitogénicos, la principal es la PI3K. La cascada de
sefalizacién inicia cuando la insulina se une a su receptor. El proceso involucra maltiples
proteinas, por ejemplo, el sustrato receptor de insulina (IRS), PPI3K, proteina fosfatasa de
tirosina (PTP1B), proteina cinasa B (Akt) y proteina quinasa activada por AMP (AMPK),
terminando con la translocacion a la membrana plasméatica de GLUT4, que permite la
entrada de la glucosa a la célula. Por otro lado, cuando el ERa es fosforilado, activa la via
MAPK. Ademas, ERa funciona como factor de transcripcién de genes del metabolismo

energético, como GLUT4.%8

Entre los genes blanco del miR-122 descritos por Shah y cols. (2017) se encuentra PRKB1,
miembro de la via MAPK antes mencionada, asi como PTP1B, proteina activada por
mitogeno (MAP) y AMPK_.* Todos los mecanismos fisiopatologicos anteriormente descritos
con relacion a la Rl permiten explicar a qué nivel del proceso se dan las relaciones

encontradas en el presente estudio.

En otra instancia, en una dieta entre 1500 y 2000 kcal recomendada para nifios entre 6 y
12 afios (con poca actividad fisica), se deberd consumir entre 825 y 1100 kcal de
carbohidratos, entre 450 - 600 kcal de grasas y 225 — 300 kcal de proteinas.®® Los nifios
con normopeso estudiados consumen en promedio de 1088 kcal de carbohidratos, 603 kcal
de grasas y 273 kcal de proteinas (1964 kcal/dia); en tanto que los nifios con obesidad, en
promedio consumen 1021 kcal de carbohidratos, 521 kcal de grasas 'y 268 kcal de proteinas
(1810 kcal/dia). Un estudio realizado en 2007 donde se midi6 la ingesta caldrica total a
escolares espafioles, se encontré que nifios con obesidad consumen menos calorias con
respecto a los normopeso, similar a lo que reflejaron los resultados.’® En otro estudio
espafiol del 2013 realizado en nifios en edad escolar, se obtuvo la cantidad de calorias
totales ingeridas: los nifios con obesidad consumieron 2,847.82 kcal mientras que los nifios
gue no eran obesos (IMC percentil < 97), consumieron 3,215.15 kcal (p<0.01), nuevamente

observando el patrén donde el nifio de peso adecuado consume mas calorias.

La explicacion a lo anterior suele ser debido a que padecer obesidad se deba mas al estilo
de vida, tal como una escasa actividad fisica que conduce a un menor gasto calérico, no
realizar el nUmero de comidas recomendadas, o un mal reparto de calorias ingeridas

durante el dia, por ejemplo, saltdndose el desayuno y comiendo mas en la cena. En
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referencia a lo mencionado anteriormente, el gasto energético en reposo (GER), influido
por el peso, la masa magra, la edad, el sexo, variaciones genéticas, grupo étnico, actividad
simpatica, situacién clinica y nutricional del nifio, asi como factores ambientales como la
temperatura, interviene en el efecto termogénico de los alimentos. En nifios con obesidad
el gasto energético global es mayor proporcional a su peso. Sin embargo, los nifios con
obesidad presentan menor cantidad de tejido metabdlicamente activo por kilogramo de
peso corporal, por lo que estos pueden tener un GER menor en comparacién con nifios
eutréficos.%2 Ademas, es importante considerar la existencia de polimorfismos genéticos
gue generen variaciones en la termogénesis, en la acumulacién de grasa, en el estimulo de
la saciedad, etc. entre los cuales, para la poblacién escolar maya se han reportado varios
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que incrementan la ingesta energética total, de
grasas o de proteinas, aumentan el apetito y reducen la saciedad, generan preferencia por
habitos alimenticios pobres o pérdida de control en la ingesta alimenticia.’® De acuerdo con
el estudio de Gonzalez y cols. (2018) se reporté que el SNP rs1421085 del gen FTO se
asociaba a la obesidad en nifias escolares yucatecas, a diferencia de lo reportado en otros
estudios en el norte de México.'®® Este polimorfismo, mediante una cascada de
interacciones entre genes, conduce a la activacion del gen IRX3 y IRX5 (en inglés, Iroquois
homeobox protein, 3 y 5) durante la diferenciacion temprana de adipocitos produciendo una
represion de la respiracion mitocondrial basal asociada a un decremento de la termogénesis

y a un incremento en el tamafio de los adipocitos.'®*

Respecto a la relacion de ambos miARN con la alimentacién e ingesta cal6rica de los
macronutrientes, se observo gue la alta ingesta de proteinas estaba relacionada con los
elevados niveles de miR-222. Estudios demuestran evidencia donde la nutricién tiene
efectos en la expresion de varios miARN. Por ejemplo, se ha reportado que las dietas bajas
de folato se asocian con la sobreexpresién del miR-222 en humanos.!®® De acuerdo con
Tarallo y cols. (2014), al realizar un estudio donde voluntarios con diferentes regimenes
alimenticios se les midieron los niveles de expresion de siete miARN en plasma y en heces
fecales, no se hallé diferencia en la expresion del miR-222 entre veganos, vegetarianos y
omnivoros, independientemente del nivel de proteina (e incluso la procedencia de esta)
contenida en las dietas.% No obstante, debido a que es el primer reporte que se tiene de
la relacion del miR-222 y las proteinas, se recomienda el desarrollo de proyectos donde se
evalle el efecto de la ingesta proteica con la expresion de los miARN, entre ellos, el miR-

222, para confirmar lo observado. Un parametro que podria aportar informacion con
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respecto a la dieta seria incluir, en futuros estudios, el andlisis de proteinas séricas para

complementar lo reportado con la ingesta cal6rica.

Los ejercicios de alta y moderada intensidad se practicaron mas frecuentemente en nifios
con peso normal, mientras que la actividad leve y escasa fue mas frecuente en nifios con
obesidad sin diferencia significativa ni asociacion con algin miARN (p>0.34). En
contraparte, Baggish y cols. (2011), al cuantificar los niveles de expresion relativa de miARN
circulantes como respuesta al ejercicio fisico exhaustivo en bicicleta estatica, se identifico
un aumento en la concentracion circulante del miR-222.1%7 La evidencia recabada por
modelos animales y estudios in vitro sugiere que el miR-222 es indispensable para el
crecimiento y la proliferacion cardiaca inducida por el ejercicio. También desempefia un
papel vital en la proteccion del corazon contra la remodelacion adversa después de una
lesion isquémica.'®® Por otro lado, los resultados del estudio de Wu y cols. (2019)
demostraron que el aumento de los niveles de miR-122, el incremento del metabolismo
endotelial de acidos grasos libres y el ejercicio, inducen efectos pro-angiogénicos.*® Sin
embargo, los nifios con obesidad, que practican menos actividad fisica, presentan mayores
niveles de miARN. Esta diferencia en resultados puede atribuirse a caracteristicas de la
poblacion diferente a la observada en otros estudios, asi como los diferentes tipos de
entrenamiento. Es importante mencionar que todos los estudios mencionados previamente,
midieron los niveles de expresion de los miARN, con el mismo método empleado en la

presente tesis.

Los elevados niveles de expresion del miR-122 circulante confiri6 4.5 veces mas
probabilidad de que las nifias desarrollaran obesidad. Una posible explicacion es a través
del receptor de peroxisoma-proliferador-activado gamma (PPARYy), puesto que este, como
activador de la transcripcion del miR-122, se presenta en mayor concentracion en mujeres
siendo regulado por el estrégeno.'® Por otro lado, el miR-222 no mostré asociacién con
respecto al género, a pesar de que el gen del miR-222 se localiza en el cromosoma X,
varios genes en el cromosoma X se inactivan para equilibrar la expresion, como en el caso

de las mujeres con dos cromosomas X.!!

Los niveles de expresion conjunta de los miR-122 y miR-222 circulante aumento la
significancia en la probabilidad de desarrollar obesidad 3.11 y p=0.023, en relacion con los
niveles incrementados del miR-122 circulante con ausencia del miR-222, de 3.42, pero el

valor de significancia es limitrofe al 0.05. Dado que los altos niveles de expresion del miR-
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122 circulante se hallaron predominantemente en escolares con obesidad, este miARN
podria representar un potencial biomarcador de obesidad en poblacién escolar de Yucatan.

Finalmente, el modelo de regresién logistica propuesto mostré que los nifios que presenten
elevados niveles de expresion de ambos miARN, miR-122 y miR-222, tienen 7.2 veces mas
probabilidad de desarrollar obesidad. El valor del IM incrementa 3.87 veces la probabilidad,
asi como la ingesta elevada de proteina resulta un factor protector. Este modelo logra
explicar que para la poblacion escolar de la ciudad de Mérida existe asociacion positiva
entre los niveles de expresion circulantes elevados conjuntamente y el IM, pardmetro
novedoso para identificar de manera indirecta la RI. Por otro lado, se observo asociacion

negativa con la ingesta de proteinas, confirmando lo observado en varios estudios.12115

La importancia clinica de este trabajo radica en que los niveles de expresion de los dos
MIARN reportados en esta tesis, resultan similares a lo previamente descrito en otras
poblaciones. De tal manera, al evaluarlos como potenciales biomarcadores de obesidad
podria extrapolarse a la poblacién escolar yucateca. Los resultados obtenidos en esta tesis
contribuyen con conocimiento cientifico para el desarrollo de nuevos estudios en los cuales
se definan nuevas variables no incluidas en el actual trabajo, con la finalidad de detallar el

modelo propuesto para predecir el desarrollo de obesidad a la poblacién en general.

Por dltimo, es de vital importancia considerar que la existencia de variaciones en la
poblacion estudiada podia deberse a muchos factores que no se estan tomando en cuenta,
por ejemplo, la etnicidad, la ancestria maya existente en nuestra regién presenta un
componente genético amerindio que podria observarse en polimorfismos genéticos no
estudiados que generan estas variaciones. De igual modo, la epigenética, debido al tipo de
dieta de nuestra poblacion, puede influir en la susceptibilidad o generar cambios en la
expresion de enzimas y/o miARN que podrian interactuar con lo estudiado en la presente

tesis.
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CONCLUSIONES

La expresion relativa de los miARN miR-122 y miR-222 es diferente en escolares con
obesidad en comparacion con escolares de peso normal. El miR-122 se expresa 1.47 veces
MAas en escolares con obesidad estudiados; el miR-222 se expresa 1.78 veces mas en los
escolares con obesidad en comparacion con los nifios de peso adecuado estudiados. Sin
embargo, solo los niveles de expresidon incrementados del miR-122 circulante se asoci6 al

desarrollo de obesidad en esta poblacion.

Los niveles de expresion incrementados del miR-122 circulante confieren 3.84 mas riesgo
de desarrollar dicho padecimiento. El riesgo aumenta a 4.5 veces si el escolar es de sexo
femenino. Los niveles incrementados del miR-222 circulante no se asocia a obesidad en

esta poblacion.

El 80% de los nifios con obesidad y el 51% de los nifios con peso adecuado estudiados
presentaron niveles de expresion incrementados del miR-122 circulante; mientras que el
58% de los nifios con obesidad y el 49% de los nifios con peso adecuado estudiados tenian

incrementados los niveles de expresion del miR-222.

Los niveles séricos de triglicéridos e indice metabdlico se asociaron directamente con la
expresion relativa de los miR-122 y miR-222 circulantes. Los niveles séricos de HDL se

asociaron de manera inversa con ambos miARN.

La baja ingesta de proteinas se asocié con una elevada expresion relativa del miR-222. No
se hallé asociacion entre los habitos alimenticios y la actividad fisica con los niveles de

expresion de los miR-122 y miR-222 circulantes.

La condicién en la que existe un nivel de expresion alto del miR-122 circulante pero no se
hallan incrementados los niveles de expresion del miR-222, confiere 3.42 veces mas riesgo

de desarrollar obesidad en esta poblacién.

Los niveles de expresion incrementados conjuntamente de los miR-122 y miR-222
circulantes confieren 3.11 veces mas probabilidad de desarrollar la patologia en cuestion.
Cuando ambos miARN interactlan directamente con factores como el indice metabdlico,

colesterol, e inversamente con el LDL y la ingesta de proteinas, el riesgo aumenta a 7.21.
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Los niveles de expresion incrementados conjuntamente de los miR-122 y miR-222
circulantes, alto indice metabdlico y una baja ingesta de proteinas, podria predecir en un

88.5% de las veces, el desarrollo a obesidad en escolares de Mérida, Yucatan.
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RECOMENDACIONES

La evaluacion simultanea de riesgo de ambos miARN, permitira un mayor entendimiento
de la contribucién de estas moléculas en la ganancia de peso corporal y alteraciones en

los pardmetros bioquimicos.

Se recomienda evaluar al miR-122 como potencial biomarcador de obesidad en

poblacion escolar mexicana.

Con el fin de obtener un mayor poder en las pruebas de analisis estadistico, se sugiere
aumentar el tamafio de muestra de escolares, asi como completar la determinacion de
los pardmetros dietéticos con la N total. Se sugiere incluir micronutrientes entre los

pardmetros dietéticos.

Para comprender el efecto de la variabilidad genética y la expresion de los miARN, se
recomienda realizar un estudio que evalle la asociacion entre polimorfismos genéticos

de la etnia maya con los niveles de expresion de miARN.

Se propone identificar los niveles de expresion de estos miARN en otros fluidos, tales
como orina o saliva, dado que, si se evallan como biomarcadores, las muestras se

puedan obtener mediante un método menos invasivo.
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ANEXO llI. Historia clinica-nutriolégica

EVALUACION DEL RIESGO CONFERIDO POR MICRO ARN 122'Y 222 EN ESCOLARES A LA OBESIDAD EN
MERIDA, YUCATAN.

HISTORIA CLINICO-NUTRICIONAL

ERS|
oo

Fecha:

Expediente:

Nutriélogo(a) a cargo:

DATOS PERSONALES DEL PADRE O TUTOR:

Nombre:

Parentesco con el menor: Edad: Sexo: Estado Civil:

Lugar de origen: Direccion:
Teléfono:

Celular: E-mail:

DATOS PERSONALES DEL ESCOLAR:

Nombre:

Escuela de procedencia: Edad: afios meses.

Sexo: Lugar de origen:

Fecha de nacimiento: / /




PREGUNTA 0 1 2 3
ANTECEDENTES FAMILIARES
Entre familiares directos (mama, papa o hermanos del nifio) o no
directos (Abuelos, tios, primos) ¢hay personas que padezcan o
hayan padecido alguna de las siguientes condiciones?:
1. Obesidad No hay 1 o mas Al menos 1 Mas de 1
familiares no familiar directo familiar directo
directos y
ninguno directo
2. Hipertension Arterial No hay 1 omés Al menos 1 Mas de 1
familiares no familiar directo familiar directo
directos y
ninguno directo
3. Diabetes Mellitus tipo 2 No hay 1 omas Al menos 1 Mas de 1
familiares no familiar directo familiar directo
directos y
ninguno directo
4. Niveles altos de colesterol y/o triglicéridos No hay 1omas Al menos 1 Mas de 1
familiares no familiar directo familiar directo
directos y
ninguno directo
5. Cancer No hay 1 omés Al menos 1 Maés de 1
familiares no familiar directo familiar directo
directos y
ninguno directo
ALIMENTACION
Indique la frecuencia semanal con la que el nifio consume los 6 0 mas dias Entre4y5 Entre 2 y 3 dias Menos de 2
siguientes grupos de alimentos por semana dias por semana por semana dias por semana

o no lo consume

nunca
6. Frutas Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
7. Verduras Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
8. Leguminosas (frijol, lenteja, chicharo, garbanzo, soya, Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
habas, etc.)
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9. Alimentos de Origen Animal Bajos en Grasa (Queso Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
cottage/de cabra, carne de pollo sin piel, mariscos y
pescado, jamén de pavo, pierna de cerdo)
10. Leche y lacteos (Leche entera o yogurt no light) Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
11. Alimentos de Origen Animal Altos en Grasa (Carne de Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
puerco, queso manchego/americano/Oaxaca, salchichas y
embutidos)
12. Cereales (Trigo, panes, tortillas, maiz, galletas, pastas, Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
panes, etc.)
13. Comida chatarra (Golosinas, dulces, Sabritas y similares) Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
14. Refrescos embotellados de cualquier sabor (incluyendo Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
jugos/néctares comerciales)
15. Licuados a base de leche o jugos de frutas preparados en Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
casa sin azucar adicionada
16. Ofrece dulces (golosinas, helado, pays, galletas) a su Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
hija/hijo como premio por buena conducta.
17. ¢ Con qué frecuencia el nifio come fuera de casa? Menos de 2 2 o 3 dias por 4 0 5 dias por 6 0 mas dias
dias por semana o semana semana por semana
no lo hace nunca
18. Generalmente ¢ Cuantas comidas realiza el nifio al dia? Desayuno, Desayuno, Solo desayuno, Tiene 2
almuerzo, cenay 2 | almuerzo, cenay almuerzo y cena comidas fuertes o
colaciones 1 colacion menos.
19. ¢ Cuanto tiempo el nifio fue alimentado con lactancia Al menos 6 Al menos 6 Lactancia No recibio
materna? meses de lactancia meses de materna menos de | lactancia materna
materna exclusiva lactancia, no 6 meses
necesariamente (sustitucion
exclusiva completa con
(complemento férmulas antes de
con féormulas los 6 meses)
antes de los 6
meses)
20. El nifio o nifia estuvo bajo algun plan de alimentacion Actualmente se Hace menos Hace menos de Hace més de
especial por enfermedad, visita al nutriélogo, encuentra bajo una de un mes 6 meses 6 meses

hospitalizacién, tratamiento médico o alguna situacion
similar.
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ACTIVIDAD FiSICA

21. ¢Con qué frecuencia el nifio practica algin deporte durante 5 0 mas dias 3 0 4 dias por 1 o0 2 dias por No practica
mas de 30 minutos (futbol, basquetbol, beisbol, natacion, por semana semana semana ningan deporte
gimnasia/jazz, artes marciales, o similares)

22. El nifio realiza actividad fisica cotidiana como caminar, Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
pasear al perro, subir escaleras, ir al parque, usar bicicleta,
etc.

23. Anima a su hija/hijo a usar las instalaciones de su alrededor Muy frecuente Frecuente Ocasionalmente Casi nunca
para hacer ejercicio (por ejemplo, espacios y canchas
deportivas en parques y la escuela).

HABITOS

Indique, de manera general, cuantas horas dedica al dia el nifio

para realizar las siguientes actividades:

24. Estar frente al televisor, sea para ver programas, peliculas 2 horas o Entre2y 3 Entre4y5 6 horas o
0 series menos al dia horas al dia horas al dia mas al dia

25. Utilizar la computadora o dispositivos electrénicos (celular, 2 horas o Entre2y 3 Entre4y5 6 horas o
tablets o consolas) para actividades ajenas a la escuela menos al dia horas al dia horas al dia mas al dia
(videojuegos, redes sociales y similares)

26. ¢ Cuantas horas duerme el nifio al dia, exclusivamente Al menos 8 Entre6y7 Entre4y5 Menos de 4
DURANTE LA NOCHE? horas completas horas completas horas completas horas completas

27. ¢ Cuanto tiempo al dia el nifio realiza una siesta? De 0 a menos Menos de 30 Entre 30 miny Mas de 2 hr

de 30 min, 3 veces min diario menos de 2hr diario diariamente

por semana
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RECORDATORIO DE ALIMENTOS 24H POR PASOS.
D: desayuno; A: almuerzo; C: Cena. *: Colacién

Hora Ocasion Cantidad Alimento/Bebida Ingrediente Cantidad Preparacién/tipo/marca
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Alimentos olvidados

Alimento olvidado Cantidad

Café, té, leche, atole, pozol

Jugo, agua de sabor, agua natural, refresco

Dulce, caramelo, chicloso, chicle, gomitas

Galletas, pasteles, chocolates, brownies,
globitos, dulce papaya, mazapan

Gelatina, nieve, helado, flan, crema de
coco

Cacahuates, nueces, pepita, palanquetas

Papas, totopos, palomitas, Sabritas,
chicharron

Frutas frescas o deshidratadas

Jicamas, zanahorias, pepinos, mango

Cereal, pan, tortilla, francés, donas

Aceite, mantequilla, crema

Aderezo, salsa, aguacate

Queso, yogurt

Tocinos, crutones

¢,Cuéntos vasos de agua consumié al dia?
¢ Esta dieta se parece a su dieta habitual? [ISI. ONO. [IEs més de lo habitual. CJEs menos de lo habitual. OJ Es diferente. ¢ Por

¢ Qué tan frecuente desayuna? [IDiario. LJA veces. LICasi nunca. [ No desayuna. ¢A qué hora desayuna?
¢Normalmente qué desayuna?
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INDICADORES ANTROPOMETRICOS Y QUIMICOS:

Nombre del nifio: Folio: Fecha:
Peso al nacer: longitud al nacer:

Medicién Resultado Medicién Resultado Unidad Referencia
Peso (k@) Glucosa Mg/dL 70-110
Talla (m) Acido arico Mg/dL 2.4-7
IMC (kg/m2) Colesterol Mg/dL 0-200
IMC percentiles HDL Mg/dL 35-
IMC pz LDL Mg/dL 0-130
Circunferencia cintura (cm) Triglicéridos Mg/dL 0-150
Circunferencia cadera (cm) VLDL Mg/dL 5-30
) indice 0.23-
Indice Cintura-Estatura aterogénico
indice Cintura-Cadera Indice c/HDL 0-5
% Grasa corporal Indice LDL/HDL 0-3




ANEXO IV. TECNICA DE VENOPUNCION DE ACUERDO CON RUIZ. %

Se tomaran muestras de 5 mL de sangre a los nifios participantes:

1.
2.

10.

11.

12.

Acomodar los materiales en una bandeja 0 en una mesa disponible.

Explicar al nifio y/o tutor o padre de familia el procedimiento y recordarle el objetivo
del mismo.

Sentar al nifio y solicitar la compafiia y ayuda de un adulto para mantenerlo inmovil
y garantizar la correcta técnica.

Seleccionar el sitio de la puncién, y desinfectarla con ayuda de una torunda de
algodon con alcohol. Esperar a que seque. Pedir al nifio que cierre y abra el pufio
varias veces para elegir una vena accesible.

Colocar el torniquete en la parte superior del brazo (aproximadamente 3 cm del area
aséptica).

Desinfectar las manos y colocar guantes desechables.

Al realizar la puncion, el pufio debera estar cerrado.

Colocar la punta de la aguja con el bisel hacia arriba en un angulo de 30° sobre la
superficie de la vena escogida y atraviese la piel con un movimiento firme y seguro,
hasta la luz del vaso sanguineo. Estire la piel para fijar el vaso. Se usara una aguja
estéril cada que toque la piel del nifio.

Una vez la aguja de la jeringa dentro del lumen de la vena, se debera jalar el émbolo
suavemente hasta obtener el volumen de sangre requerido.

Solicitar que el nifio abra el pufio y aflojar el torniquete mientras se retira la aguja
suavemente y se presiona ligeramente con ayuda de un algoddn con alcohol el area
de la puncion. Se debera mantener la presion del algodon en el area hasta que deje
de sangrar.

Depositar las muestras en los Vacuntainer con ETDA sddico con su etiqueta
correspondiente que debera contar con el hombre del paciente, un ndmero de
referencia, la fecha de recoleccién y el nombre de la persona que realizo dicho
procedimiento.

Desechar las agujas y/o jeringas en un contener de RPBI.

Los tubos con las muestras recolectadas se almacenaran temporalmente en neveras con

hielo y gradillas de tubos donde estos se colocaran, hasta que se almacenen en

congeladores del laboratorio a -20°C.



ANEXO V. PROTOCOLO PARA LA EXTRACCION Y PURIFICACION DE ARN CON EL
KIT COMERCIAL DE NORGEN®.

Extracciéon de miARN.

1. Preparacion del lisado de la sangre.

a. Transferir hasta 100 yL de la sangre no coagulada tratada con EDTA hacia un

tubo de microcentrifuga libre de RNAsa.

ARadir 250 uL de Buffer RL a la sangre. Para lisar las células, la muestra se
agitara con ayuda del vortex por 15 segundos, asegurandonos que la mezcla
se vuelva transparente ante de continuar.

Agregar 150 pL de etanol al 96 o 100% al lisado. Mezclar con el vértex por 10

segundos.

Purificacién de ARN pequefios del lisado.

2. Remover los ARN grandes.

a. Ensamble una columna de extraccién de ARN grande con uno de los tubos de

b.

recoleccioén provistos.

Aplicar el lisado con el etanol (del paso anterior) en la columna y centrifugar
durante 1 minuto a 14,000 x g (~ 14,000 RPM). Conserva el flujo, que contiene
las pequefias especies de ARN. Descartar la columna.

Transfiera el flujo a un tubo de microcentrifuga sin RNasa. El flujo obtenido

contiene el ARN pequefio, por lo tanto, no hay que desecharlo.

3. Capturar ARN pequenios.

a. Agregar 350 pL de 96-100% de etanol al flujo que se recoge en el paso 2a.
Mezcle por agitacion en vortex durante 10 segundos.

b. Ensamblar una columna de enriquecimiento de microARN con uno de los
tubos de recoleccion provistos.

c. Colocar la mitad de la mezcla de lisado con etanol en la columna y centrifugar
durante 1 minuto a = 3,500 x g (~ 6,000 RPM). Asegurar que el volumen
entero del lisado pase a través del tubo de recoleccién inspeccionando la
columna; si el volumen del lisado no paso, centrifuga por un minuto mas a
14,000 x g (~ 14,000 RPM).
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d. Deseche el flujo y vuelva a armar la columna de centrifugado con el tubo de
recogida.

e. Repita los pasos 3b y 4b para completar la captura del ARN pequefio.

4. Lavado de columna

a. Colocar 400 yL de “Solucion de lavado A” en la columna de enriquecimiento
de microARN y centrifugar durante 1 minuto a 14,000 x g (~ 14,000 RPM).
Asegurarse de que toda la “Solucién de lavado A” haya pasado al tubo de
recoleccién inspeccionando la columna. Si todo el volumen de lavado no ha
pasado, centrifugar un minuto adicional.

b. Deseche el flujo y ensamble la columna giratoria con el tubo de recoleccién.
Repita los pasos 4a y 4b para lavar la columna por segunda vez.

Lave la columna por tercera vez agregando otros 400 pL de “Solucién de
lavado A” y centrifugando por 1 minuto.

e. Deseche el flujo que atravesara y reensamble la columna giratoria con su
tubo de recoleccion.

f. Centrifugue la columna durante 2 minutos para secar completamente la

resina. Descartar el tubo de recoleccién.

5. Lavado o elucién de ARN pequefios

a.

Coloque la Columna de enriquecimiento de microARN en un tubo de elucién de
1.7 ml nuevo que contiene el kit.

Agregue 50 pL de “Solucién de Elucion A” a la columna. Para concentraciones
mas altas de ARN, se puede usar un volumen de elucion inferior. Se recomienda
un volumen minimo de 20 pL

Centrifugar durante 2 minutos a 200 x g (~ 2,000 RPM), seguido de 1 minuto a
14,000 x g (~ 14,000 RPM). Observe el volumen eluido de la columna, ya que,
si éste no se ha eluido todo, continde la centrifugacion de la columna a 14,000 x
g (~ 14,000 RPM) por 1 minuto adicional. Si se desea recuperar mayor ARN, se
recomienda realizar una segunda elucién en un tubo de microcentrifuga

separado (Repetir los pasos 5b y 5¢)

6. Almacenamiento del ARN.

La muestra obtenida de ARN puede ser almacenada por pocos dias a -20°C. Si el

periodo de almacén sera mas largo, se recomienda guardarlo a -70°C.
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ANEXO VI. INVITACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
AL PADRE DE FAMILIA O TUTOR

Estimado padre de familia o tutor:

El Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” (CIR) Unidad Biomédica, de la
Universidad Autonoma de Yucatan, esta realizando el proyecto “Evaluacion del riesgo conferido
por los miARN miR-122 y miR-222 a la obesidad en escolares de Mérida, Yucatan”, bajo la
direccion de la Dra. Lizbeth Gonzélez Herrera del CIR-Biomédicas de la UADY en colaboracion con
la Secretaria de Salud de Yucatan. La escuela primaria con clave
ha sido seleccionada para la participacion de los alumnos en el proyecto.

La participacion de los alumnos consistira en:

1. La medicién del peso, talla y circunferencia de cintura

2. Toma de muestra de sangre en ayunas

3. Llenado de historia clinica-nutrioldgica por sus padres o tutor

Las actividades anteriores se llevaran a cabo por profesionales capacitados y con margen de
respeto hacia el alumno.

La informacidn obtenida es de caracter confidencial y con fines de investigacion.

Le hago llegar una carta de consentimiento, donde se explica la importancia del proyecto, el
procedimiento, riesgos y beneficios en caso de que acepte la participacion de su hijo (a).

Sin més por el momento, agradecemos de antemano su atencion.

Ubicacion y contacto.

Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi” Unidad Biomédicas

Calle 96 s/n por Av. Jacinto Canek y calle 47 Paseo de Las Fuentes. Edificio Inalambrica
Teléfono 9245809 y 9245755 ext: 1240 Fax: 9236120.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Mérida, Yucatan, México,a ___ de del afio

Titulo de proyecto: Evaluacion del riesgo conferido por los microARNs miR-122 y miR-
222 a la obesidad en escolares de Mérida, Yucatan.

Dependencia responsable: Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo
Noguchi”.

Nombre del investigador principal: Biol: Larissa M. Gonzalez Arce.
A quien corresponda:

Yo , declaro libre y
voluntariamente que acepto mi participacion y la de mi hijo(a) en el estudio titulado:
Evaluacion del riesgo conferido por los microARNs miR-122 y miR-222 a la obesidad en
escolares de Mérida, Yucatan, cuyo responsable es la Biol. Larissa M. Gonzéalez Arce,
estudiante de maestria en Investigacion en Salud y su asesora la Dra. Lizbeth J. Gonzélez
Herrera, ambas pertenecientes al CIR Dr. Hideyo Noguchi.

Breve descripcién del objetivo del estudio: El presente estudio busca evaluar la
asociacion de los niveles de expresion de los microARN 122 y 222 circulantes, con
caracteristicas de la obesidad de escolares de Mérida, Yucatan. Conocer si las variaciones
en los niveles de unas moléculas llamados microARN en la sangre, presentan relacion con
caracteristicas de la obesidad en nifios, nos daria pistas para entender mejor la obesidad,
evaluar si representan algun riesgo de padecer alguna complicacién y en un futuro, para el
desarrollo de medicamentos alternativos, puesto que, si nos enfocamos en prevenir o tratar
la obesidad en etapas tempranas, reduciria el desarrollo de consecuencias en la salud.

Descripcién de los procedimientos a realizar La investigacion se llevara a cabo de junio
del 2018 a julio del 2019 y requeriran datos de:

¢ Historia clinica-nutricional de su hijo(a) realizada por nutriélogos, en la que usted
proporcionara informacién sobre antecedentes heredofamiliares, de actividad
fisica y de la alimentacion de él/ella.

e Toma de sangre realizada por quimicos, donde al nifio(a) se le sacaran de 6 mi
aproximadamente de sangre, 3 ml en un tubo y 3 ml en otro tubo, con un solo
piquete (a menos que el quimico solicite otra toma por cuestiones técnicas que
le seran informadas). La posible consecuencia de la obtencién de la muestra es
la formacion de un moretén y posible dolor en la zona. Sin embargo, se utilizara
un anestésico local para reducir el dolor.
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e Toma de medidas corporales como peso, estatura, circunferencia de cintura,
porcentaje de grasa e IMC, llevado a cabo por nutridlogos.

Todos los datos que usted proporcione, asi como los resultados de la muestra de sangre
de su hijo(a), seran confidenciales y protegidos. Sus resultados seran publicados en
documentos cientificos pero su identidad como personas no sera relevada. Si tiene alguna
duda respecto al estudio, pregintenos y con mucho gusto le daremos la informacién que
solicita.

Beneficio: La difusién de los resultados a la comunidad cientifica, sin revelar identidad de
las personas, sera de utilidad para el personal de salud y la Secretaria de Salud de Yucatan.
Si usted decide participar, se le ofrecera como beneficio los resultados obtenidos sobre su
hijo(a) en cuanto a los niveles de los microARN en su sangre, asi como andlisis de sangre
gratuitos, talleres de nutricién saludable y asesoria nutricional para el menor. Se podra
retirar del estudio cuando usted lo decida sin repercusiones ni cobros.

Costo: El estudio no tiene ningun costo para usted ni su hijo(a), asi como tampoco recibiran
una retribucién econémica por participar en el estudio.

Comunico que me han informado los objetivos de la investigaciéon, el propdsito, los
beneficios que se obtendran de mi participacion y la de mi hijo(a), y la descripcion de los
procedimientos a realizar.

Después de haber comprendido este documento manifiesto que estoy de acuerdo en
ingresar y ser parte de este estudio de investigacién, tanto yo como mi hijo(a), o retirarnos,
sin menoscabo de la atencién que recibo. Asi como que la informacién serd manejada con
estricta ética de confidencialidad y discrecion de todos los datos personales.

Finalmente, hago mencion de que estoy enterado(a) de que podré solicitar, en cualquier
momento, informacién adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi participaciéon en
este estudio dirigiendome al Laboratorio de Genética del CIR Dr. Hideyo Noguchi, con la
Biol. Larissa Gonzalez Arce o la Dra. Lizbeth Gonzalez Herrera, a los teléfonos: 9245809 y
9245755 ext: 1240 Fax: 9236120, celular 9992-66-67-67, o al correo electrénico
A08003039@alumnos.uady.mx, disponible de lunes, miércoles, jueves y viernes de 9:00
am a 4:00 pm; para obtener la informacién o una cita para que esta sea ampliada.

Nombre

Firma

Nombre testigol: Firma:
Nombre testigo 2: Firma:
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ANEXO VII. CARTA DE ASENTIMIENTO.
Mérida, Yucatan, México, a ___ de del afio

Titulo de proyecto: Evaluacion del riesgo conferido por los microARNs miR-122 y miR-
222 a la obesidad en escolares de Mérida, Yucatan.

Dependencia responsable: Centro de Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo
Noguchi”.

Presentacion.

Hola mi nombre es Larissa Gonzalez Arce y estoy haciendo un estudio para ver si unas
sustancias que se encuentran en tu sangre, llamadas micro ARN, tienen algo que ver con
caracteristicas que ta cumples, por ejemplo: tu peso, tu altura, cuanto mide tu cintura, y
otras mas, y por ello te invito a participar conmigo.

Tu participacion es voluntaria, es decir, ain cuando tu papa o mama hayan dicho que
participes, si quieres puedes decir que no. También, es importante que sepas que, si en un
momento dado ya no quieres continuar, o si no quieres responder a alguna pregunta en
particular no habra ningun problema.

¢,Como me puedes ayudar?

Si aceptas, se les haran unas preguntas a ti y a tu mama o papa (no te preocupes, no
€s un examen sorpresa), después mediremos cuanto pesas, cuanto mides y cuanto mide
tu cintura. También, tomaremos un poco de tu sangre para buscar las sustancias que
necesitamos. En cuanto a la toma de sangre, sera rapido, con ayuda de una jeringa
tomaremos dos tubitos de sangre y sera como un piquete de mosquito. Puede salirte un
moretdn, pero cualquier cosa que quieras saber, me puedes preguntar.

Esta informacién sera secreta, esto quiere decir que no diremos a nadie tus respuestas,
sélo lo sabran las personas que forman parte del equipo de este estudio y tus papas.

Si aceptas participar, te pido que por favor pongas una (X) en el cuadrito de abajo que
dice “Si quiero participar” y escribe tu nombre.

|:| Si quiero participar.

Nombre del menor:

Testigo 1 Firma Testigo 1

Testigo 2 Firma Testigo 2




2Qué es la obesidad?

La obezsidad ez una enfermedad gue se da
por  acumulacidn  excesiva de grasa
produciendo aumento de peso, debido a
un desequilibric entre la cantidad de
alimentos consumida y el gasto de calorias
por ausencia de actividad fisica. Mo importa
la edad, el sexo, |2 etnia ni clase social.

De qué trata el estudio?

Es una investigacion llevada & cabo por
profesionales del ares de la salud, que
buscan medir los niveles de unas maléculas
llamadas micro ARM que se encuentran en
|a zangre de todas las personas, para lusgeo,
observar si la cantidad se relacicna con las
caracteristicas de la obesidad.

2Qué es un microARN?

Es una malécula muy pequefa que todas
las personas los tienen de manera normal.
Su funcidn es encender o apagar genes
para que se produzca o no una proteina.
En cbesidad, loz genes que se apagan o
encienden tienen que ver con la grasa en el
cuerpo y en la sangre, la inflamacian v el
riesgo a padecer diabetes.

Se abrevia miARN o miR.

Comiendo sana y adecuadamente 5 comidas
al dia ([desayuno, colacion almusrzo,
merienda y cena), ademas de hacer 30 min
al menos, de actividad fisica diaria.

A continuacion se presentan unas imagenes
donde se aprecia el tamafio de la porcién
reco dada para comer adec Ente.

» < Palma de |z mano. Elige
‘ I CArNE 5in Erasa y agrega
poca sal,

Pufio carrada. b

Pastas y arroz: Agrega ‘
verduras.

A Dos dedos, Elige un
quesa con poca sal

Dos manas,
Las hortalizas y
verduras sen buenas,

-dprunta del dedo. La
mantequilla, manteca o
aceite tienen mucha
graza

Un pufic cerrado, b .
Postres solo una vez a "

la semana,

ANEXO VIII. FOLLETO INFORMATIVO.

2Cuél es la participacién de mi
hijo?

@ * Apoyar en la elsboracién de

la histaria clinica-nutrialdgica
junto 3 usted.

*Toma de sangre en dos
tubitos de 3 ml de sangre
cada uno con un solo
piguete.

* Toma de medidas:

~ Estatura

~ Peso

~ Circunferencia de cintura

~ indice de masa corporal
(imc)

~ Indice cintura- estatura {ICE)

~ Paorcentaje de grasa

* Muestra de orina y heces
fecales.

Responsables:
Lic. en Bial, Larissa Michelle Gonzdlez Arce.
Dira. Lizbeth |. Gonzalez Herrera
Tel. 9245808 y 9245755 ext; 1240,
Cel. 5992666767

Laboratorio de Genética,

CIR. Dr. Hideyo Moguchi.
Universidad Autdnoma de Yucatan,

2Cul es mi participacion?

Si usted lo decide, su participacién
invelucra otorgar permiso/consentimiento
a que su hijo participe.

Una vez aceptada, como papa o mama del
menor, nos ayudaria con |2 elabaracién de
una histaria clinica-nutriclégica, es decir,
se le harén preguntas coma una entrevista
sobre la szlud, la alimentacién, los habitos
tanto de usted como de su hijola).

* Beneficios 2 la comunidad cientifica: Primer
estudio  en  México. Aumentar el
conocimiento de la enfermedad y evaluar la
produccian de nuevos tratamientos.

* Beneficios a usted: Resultados de la
quimica del nificla), de pardsitos en las
heces y asesoria nutricional de su hijo(a).

* Beneficios a su hijola): Incentive.

LEs seguro participar?

La informacién proporcionads en |2 historiz
clinica-nutriclégica sera confidencial y nadie,
ademds de los investigadores 2 cargo,
tendrén acceso 2 ella.

En 1z toma de szangre, la posible
consecuencia existente es |z formacion de
un moretdn y ligero dolor en la zona, pero
seran asistidos por profesionales en todos
los casos.

Estudio: “Evaluacion del
riesgo conferido por los

microARN 122 y 222 a la
obesidad en escolares de
Meérida, Yucatan®.

UADY

Informacién para recordar

En este triptico encontraras lo

que necesitas saber sobre el
estudio a participar.

£0ué es micro ARN?
¢0ué es |a obesidad?

cPor qué se realiza la
investigacién?

£0ué beneficios tiene
participar?

4Es seguro participar?



ANEXO VIII. INVERSION

Materiales

Trabajo de campo
Jeringas 5ml con aguja
Caja 1000 tubos Vacuntainer© 6 ml
Paquete de algodén
Litro de Alcohol
Paquete de curitas con 100u
Torniquete
Caja de guantes de latex
Libreta de campo
Caja de boligrafos
Impresiones
Copias
Bascula SECA© mod. 760
Estadibmetro SECA© mod. 217
Cinta métrica Lufkin©
Nevera transporte de muestras

Laboratorio
Paquete de 1000 puntas de micropipetas
Micropipetas Eppendorf Research 2-20microL
500u tubos eppendorf 1.5ml
Microcentrifuga
StepOne Applied Biosystem
Computadora para PCR RT

Kit purificacion miARN NORGEN
Kit transcripciéon reversa miARN (Applied
Biosystem)

TagMan microRNA assay (Applied Biosystem)
Laptop
7900H StepOne PCR

Transporte
Litros de gasolina total

Precio
unitario

10
5540
20
30
41
10
550
15
16

0.5
4202
350
450
700

250
8650
90
6000
7500
14000
6000

8099
4643
7500
43250

15.5

v Disponible para su uso en el laboratorio de genética del CIR.

Cantidad Total

220
0.25
4

2
2.5
3

3
1
1

10

1020

Total

e

NP R R R R

B RN R

60

2200
1385
80
60
102.5
30
1650
15
16
20
510
4202
350
450
700

250
8650
90
6000
7500
14000
12000

8099
9286
7500
43250

930

127,126

Disponible
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