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CHs: Grupo metilo.

CL.: Cistationina y-liasa.

CpG: Fosfato Citosina-Guanina (por sus siglas en inglés).
DMT2: Diabetes mellitus tipo 2.

DNA: Acido desoxirribonucleico (por sus siglas en inglés).
DNMT: DNAmethyltransferasa.

DPP-4: Inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4.
ENSANUT: Encuesta Nacional de Salud y Nutricion.
FAD: Flavina adenina dinucleétido.

G: Guanina.

g.: Gramos.

GCT: Grasa Corporal Total.

GLP1: Analogo del péptido similar al glucagon tipo 1.
Glu: Acido glutamico.

GLUT4: Transportador de Glucosa Tipo 4.

H2PteGlun: dihidropteroilglutamato.

H4PteGlun: tetrahidrofolato.



HbA1C: Hemoglobina glucosilada.

HDL.: Lipoproteina de Alta Densidad (por sus siglas en inglés).
HOMA-IR: Indice de resistencia a la insulina.

HPA: Eje hipotalamo-pituitaria-adrenal.

IDS: Ingestion Diaria Sugerida.

IMC: indice de Masa Corporal.

IMCE: indice de Masa Corporal de acuerdo con la Edad.

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.

INS: Insulina.

IRS: Sustrato del receptor de insulina (por sus siglas en inglés).
IRS1: Sustrato 1 del receptor de insulina (por sus siglas en inglés).
ISPAD: Sociedad Internacional de Pediatria y del Adolescente de Diabetes (por sus
siglas en inglés).

Kg: Kilogramo.

LDL: Lipoproteina de Baja Densidad (por sus siglas en inglés).
LSC: Limite Superior de Consumo.

MAT: Metionina adenosiltransferasa (por sus siglas en inglés).
MDR: Método de reduccion dimensional multifactorial (por sus siglas en inglés).
MGL: Masa Libre de Grasa.

m: Metro.

MTHFR: Metilentetrahidrofolato reductasa (por sus siglas en inglés).
MS: Metionina sintasa (por sus siglas en inglés).

MSPCR: PCR especifica de metilacion (por sus siglas en inglés).
MT: Metiltransferasa.

NO: Monoxido de nitrogéno (por sus siglas en inglés).

NO:2: Di6xido de nitrégeno (por sus siglas en inglés).

OR: Odd Ratio.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

P: Fosfato (por su nombre en inglés).

Pb: Pares de bases.

PAS: Presion Arterial Sistolica.

Xl



PAD: Presion Arterial Diastolica.

PCOS: Sindrome de ovario poliquistico (por sus siglas en inglés).
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (por sus siglas en inglés).
PcT: indice cintura-talla.

PDK: Cinasa dependiente de PIP3 (por sus siglas en inglés).

PH: Pleckstrina (por sus siglas en inglés).

PI3K: Fosfatidilinositol-3-cinasa (por sus siglas en inglés).

PIP3: 3,4,5-trifosfato fosfatidilinositol (por sus siglas en inglés).
PMao: Particulas con un didmetro aerodinamico inferior a 10 micras.
PLP: Piridoxal-5"-fosfato (por sus siglas en inglés).

PUFAs: Acidos grasos poliinsaturados (por sus siglas en inglés).
PY: Tirosina fosforilada (por sus siglas en inglés).

RNA: Acido ribonucleico (por sus siglas en inglés).

T: Timina.

THF: Tetrahidrofolato.

SAHH: S-adenosilhomocisteina hidrolasa.

SAM: S-adenosilmetionina.

SHMT: Serina hidroximetiltransferasa.

SD: Desviacion estandar (por sus siglas en inglés).

U: Uracilo.

UAEM: Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

UNAM: Universidad Nacional Autbnoma de México.

ZIMO: Zymo Research.

5-formil-HsPteGlun: Acido folinico.

5-mC: 5-metilcitosina.
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Resumen.

Introduccion; La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) est& asociada a la interaccion entre
diferentes factores de riesgo genéticos, ambientales y nutricionales.

Objetivos; Determinar los patrones de metilacion de los genes biomarcadores
insulina (INS), sustrato receptor de insulina 1 (IRS1) y transporte de glucosa 4
(GLUT4) y su relacién con los indicadores nutricionales.

Materiales y métodos; La muestra de estudio esta formada por 40 adolescentes
ambos sexos, entre 12 y 16 afios de edad, de la secundaria técnica #16 de Huitzilac,
Morelos, a los cuales se les realiz6 una valoracion nutricional y donaron
voluntariamente una muestra de sangre para aislar el DNA para el andlisis de la
metilacion por PCR especifica de metilacion (MSPCR).

Resultados; El porcentaje de metilacion de GLUT4 tiene relacidén con la desnutricion
segun indice de masa corporal para la edad (IMCE) (p=0.007). El patrén de
metilacion de riesgo de DMT2 de IRS1 y la deplecibn muscular por recuento
linfocitario (p=0.049). El patron de metilacion de riesgo de DMT2 de INS tiene
relacion con la presion arterial sistélica (p=0.029). El patrén de metilacién de riesgo
de DMT2 de INS y de IRS1 tienen relacién con la frecuencia de consumo de
consumo de leche (p=0.031). El patron de metilacién de riesgo de DMT2 de GLUT4
esta relacionado con el consumo de pan blanco (p=0.035).

Conclusiones; El patron de metilacién de riesgo de DMT2 del gen INS, IRS1 y
GLUT4 tienen asociacion con el indicador antropométrico IMCE. El patron de
metilacion de riesgo de DMT2 del gen IRS1 esta relacionado con el indicador
bioguimico recuento de linfocitos totales de acuerdo con la edad. El patron de
metilacion de riesgo de DMT2 del gen INS, esté relacionado con el indicador clinico
presién arterial. El patrén de metilacién de riesgo de DMT2 del INS, IRS1 GLUT4

esta relacionado con el indicador dietético frecuencia de consumo.
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Abstract.

Introduction; Diabetes Mellitus Type 2 (DMT2) is associated with the interaction
between different genetic, environmental and nutritional risk factors.

Objective; To determine the association between nutritional indicators and
methylation patterns of insulin biomarker genes, the insulin gene (INS), the insulin
receptor substrate 1 gene (IRS1) and the glucose transport type 4 gene (GLUT4)
Materials and methods; The study sample consisted of 40 adolescents from both
sexes, between 12 and 16 years old, from the Secundaria Técnica #16 de Huitzilac,
state of Morelos, Mexico. The adolescents underwent a nutritional evaluation and
voluntarily donated a blood sample, which was used to isolate the DNA for the
methylation analysis by methylation-specific PCR (MSPCR).

Results; The percentage methylation of GLUT4 is related to malnutrition according
to the body mass index for age (BMI) (p=0.007). The methylation pattern of DMT2
risk of IRS1 is related to muscle depletion by lymphocyte count (p=0.049). The risk
methylation pattern of DMT2 of INS is related to systolic blood pressure (p=0.029).
The risk methylation pattern of DMT2 of INS and IRS1 are related to the frequency
consumption of milk (p=0.031). The risk methylation pattern of DMT2 of GLUT4 is
related to the consumption of white bread (p=0.035).

Conclusions; The risk methylation pattern for DMT2 of INS, IRS1 and GLUT4 genes
are associated with the anthropometric indicator of IMCE. The risk methylation
pattern of DMT2 of IRS1 is related to the biochemical indicator of total lymphocyte
count according to age. The risk methylation pattern for DMT2 of INS is related to
the clinical indicator of blood pressure. The risk methylation pattern for DMT2 of INS,
IRS1 and GLUT4 genes are related to the dietary indicator of frequency

consumption.
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1. ANTECEDENTES.

1.1 Diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2).

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad crénica no transmisible,
degenerativa y sistémica, caracterizada por hiperglucemia crénica provocada por
resistencia a la insulina, generalmente desencadenada por factores genéticos y
ambientales, lo cual afecta el metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y
proteinas (. La homeostasis de la glucosa es dada por el equilibrio entre la
secrecion de insulina y la sensibilidad los principales tejidos insulino dependientes:
tejido hepatico, adiposo y musculo esquelético. Se dice que existe resistencia a la
insulina cuando la sensibilidad a la misma se ve disminuida por lo que la secrecion
de esta hormona debe incrementarse como efecto compensatorio. Sin embargo,
eventualmente la cantidad de insulina secretada por las células  pancreaticas no
sera suficiente para mantener bajo control los niveles de glucosa ocasionando
intolerancia a la glucosa que puede progresar a DMT2. La Sociedad Internacional
de Pediatria y del Adolescente de Diabetes (ISPAD) y la Asociacibn Americana de
Diabetes (ADA) establecen los siguientes criterios de diagnostico de DMT2 en

menores de 18 afos . (Tabla 1).

Tabla 1. Criterios diagnésticos de diabetes mellitus tipo 2 en nifios y adolescentes
establecidos por ISPAD y la ADA.

Indicador bioguimico Valor diagnéstico Conversion a mg/dL
Glucemia en ayunas. =7.0 mmol/L 126.11
Glucosa plasmatica. = 11 mmol/L después de la 198.18

prueba oral de tolerancia a la
glucosa con 75 g maximo de

glucosa anhidra disuelta en agua

Glucosa aleatoria. = 11.1 mmol/L 199.98
Hemoglobina >6.5% 140
glucosilada (HbALlc).




1.2 Sintomatologia de la diabetes mellitus tipo 2.

Los sintomas de la DMT2 son poliuria, polidipsia, nocturia y pérdida de peso
inexplicable 1. También infecciones fdngicas en la piel de manera recurrente,
lentitud en la curacidon de las heridas, fatiga, visibn borrosa, hormigueo o
entumecimiento de manos y pies [

La DMT2 se caracteriza por un estado de hiperinsulinemia compensatorio a la
insulinorresistencia [, principal desencadenante de esta sintomatologia, ya que la
exposicién prolongada de las células a este estado da como resultado la
desregulacion del metabolismo de la glucosa . La resistencia a la insulina es la
condicion donde se presenta una hiperglucemia por la deficiencia en la sintesis de
insulina y por la incapacidad de los tejidos a responder a su accion. Sin embargo,
es dificil realizar un diagnéstico precoz de la DMT2 porque su desarrollo es lento y
asintomatico por varios afos por lo que se estima que cerca de la mitad del total de
los casos de DMT2 permanece hoy en dia sin diagnosticar y usualmente suele ser
detectada cuando se presenta una complicacién 2. Por ello, cuando uno o varios
de los sintomas mencionados, es importante realizar una prueba de glucosa en
ayunas gue se relaciona con un aumento de la produccion de glucosa hepatica y
con el deterioro temprano de la secrecion de insulina, la alteracion en estos
indicadores es mas frecuente en hombres que en mujeres. También se sugiere la
prueba de tolerancia oral a la glucosa que refleja la resistencia a la insulina
periférica, cuya alteracion es mas frecuente en las mujeres [Bl.

1.3 Complicaciones de la diabetes mellitus tipo 2.

Las complicaciones de la DMT2 pueden clasificarse segun su cronologia en agudas
o cronicas. Dentro de las complicaciones agudas se encuentran: la hipoglucemia
gue puede definirse como la concentracion de glucosa en sangre venosa inferior a
60 mg/dL, la hiperglucemia un aumento de los niveles sanguineos de glucosa en
condiciones de ayuno mayor a 130 mg/dL, cetosis diabética ocasionada por un
déficit de insulina acompafado de hiperglucemia >300 mg/dL y cuerpos cetonicos
totales en suero 3 mmol/L. De igual modo, el coma hiperglucémico hiperosmolar no
cetdsico es una de las complicaciones agudas mas frecuentes entre los pacientes

con DMT2. Por otro lado, las complicaciones de DTM2 a largo plazo son:



complicaciones microvasculares como retinopatia diabética y nefropatia diabética
que constituye la principal causa de insuficiencia renal €. Asimismo, dentro de las
complicaciones macrovasculares se encuentra la macroangiopatia que es una
afeccion arterioesclerética de los vasos de mediano y gran calibre, la cardiopatia
isquémica por déficit celular de oxigeno, la enfermedad cerebrovascular o infarto
cerebral, enfermedad arterial periférica que consiste en un dafio u obstrucciéon de
las arterias tibioperoneas y pedias, esta ultima afeccién aunada a una insuficiencia
vascular y a pequefios traumatismos en los miembros inferiores puede provocar pie
diabéticol’l. Sin embargo, estas complicaciones graves y discapacitantes pueden
ser prevenibles o retrasar su desarrollo con un adecuado control de la enfermedad
(2]

1.4 Tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.

El tratamiento de la DMT2 debe ser multifactorial incluyendo la adopcion de una
dieta correcta, mantenimiento de un peso saludable, actividad fisica, evitar el
tabaquismo, control de niveles de presion arterial y lipidos séricos, tratamiento
farmacoldgico acorde a las necesidades del paciente y visitas regulares al médico.
Toda dieta debe ser correcta, lo que implica que debe estar completa con todos
nutrientes, equilibrada en proporciones apropiadas de nutrientes, inocua, suficiente,
variada y adecuada a la cultura, economia y gustos particulares del individuo €. En
los ultimos afios se ha reportado un tipo de alimentacion que ha sido beneficiosa
para la salud cardiovascular y metabdlica: la dieta mediterranea. Este tipo de dieta
presenta las siguientes caracteristicas: baja ingesta de grasas saturadas
procedentes de mantequilla, leche entera y carnes rojas; bajo consumo de azucares
simples y sal; alto consumo de grasas poliinsaturadas como el aceite de oliva virgen,
pescado y frutos secos; consumo diario y abundante de verduras, frutas, cereales
integrales, legumbres, especias, hierbas, productos lacteos fermentados y el
consumo moderado de vino tinto. El efecto benéfico de esta dieta se debe a los
componentes bioactivos provenientes de los alimentos que se consumen en mayor
proporcion cuya funcion favorece el perfil metabolico de la diabetes mellitus y

disminuye el riesgo cardiovascular 19, (Tabla 2).



Tabla 2. Componentes bioactivos, funcion y fuentes alimentarias provenientes de la

dieta mediterranea.

Componente Tipo de Fuentes Efecto benéfico sobre la salud.
bioactivo componente  alimentarias
bioactivo
Antioxidantes ~ Vitamina C. Verduras, Reduccidn del estrés oxidante
Vitamina E. B- frutas, aceite a nivel celular y sistémico.
caroteno. de oliva Inhibicién de enzimas como 5-
Licopeno. virgen, frutos lipoxigenasa, xantina oxidasa y
Glutation. secos, enzima convertidora de
Fenoles legumbres, angiotensina I.
acidos y especias, Favorece la vasodilatacion
flavonoides.  condimentos arterial.
y vino tinto.  Reduccidn de hidroperdxidos y
lipoperéxidos de los alimentos
ingeridos.
Fibra Soluble como Cereales Disminucion de absorcion
la inulina. integrales intestinal de azucares y grasas.
Insoluble como la Favorece la sensacion de
como la avenay saciedad por lo que disminuye
celulosa. cebada. la ingesta energética,
verduras, Facilita el transito intestinal
frutas y previniendo estrefiimiento y
legumbres. cancer de colon.

Reduccion del riesgo
cardiovascular en 9% por cada

7 g/dia de fibra dietética total.




Componente Tipo de Fuentes Efecto benéfico sobre la salud.
bioactivo componente  alimentarias
bioactivo
Fitoesteroles  Estigmasterol Cereales Disminucion de la absorcion
Campesterol. integrales, intestinal y del nivel plasmatico
nueces, del colesterol LDL.
frutos secos,
aceite de
olivay
legumbres.
Acidos grasos  Aceite oleico Aceite de Disminucion de los niveles
monoinsatura- oliva sericos de colesterol total,
dos colesterol LDL vy triglicéridos.
Incremento de los niveles de
colesterol HDL.
Acidos grasos Proporcién Pescados, Favorece un perfil menos
poliinsaturados adecuada de mariscosy inflamatorio, debido a la menor

Probidticos

omega-6/

omega-3.

Algunas
cepas de
lactobacilos y
bifido-

bacterias

frutos secos.

Yogurt,
queso,
alcaparras,
vinagre y

vino tinto.

produccion de citocinas
inflamatorias y factores

procoagulantes.

Pérdida de peso.
Disminucion de niveles séricos
de colesterol LDL y HbAlc.
Prevencion de enfermedades
gastrointestinales.
Aumento de la sensibilidad de

las células a la insulina.




En caso de sobrepeso u obesidad, se recomienda la pérdida sostenida del 5 al 10%
del peso corporal lo cual trae consigo beneficios a la salud, puesto que reduce las
complicaciones asociadas a la DMT2, mejora los factores de riesgo cardiovascular,
el perfil lipidico y normaliza los niveles de la presion arterial. La ADA recomienda
bajar de peso a través de modificaciones no quirdrgicas y mediante el estilo de vida
[11]_

El ejercicio debe ser considerado dentro del tratamiento de la DMT2, ya que mejora
la captacion de glucosa hasta 5 veces mas en comparacion al reposo durante 2
horas, favorece el transporte y el metabolismo de glucosa en los musculos
ejercitados por vias que no dependen de la insulina, incrementa el flujo sanguineo
de insulina y glucosa hacia las células musculares durante varias horas incluso
después de finalizar el ejercicio. También aumenta la sensibilidad muscular a la
insulina, dado que incrementa en un 30-40% el consumo de glucosa durante 24
horas en los ejercicios de corta duracion (20 minutos), de intensidad elevada, en el
ejercicio aerobio de baja intensidad y de duracion de 60 minutos o mas, asi como
también en entrenamientos con carga semanal baja (15 minutos de actividad fisica
de intensidad moderada cinco veces a la semana). La actividad fisica tiene
importantes efectos sobre el metabolismo de glucosa, puesto que mejora la
sefalizacion post receptora de la insulina, del transporte de glucosa, de la capacidad
oxidante del musculo, de la densidad capilar y de la vasodilatacién dependiente del
mondéxido de nitrégeno (NO), disminuye la produccién hepatica de glucosa,
aumenta la proporcion de fibras oxidantes de tipo | y aumenta la masa muscular,
favoreciendo una mayor captacion oxidante de la glucosa. Por lo que se recomienda
en las personas sedentarias con DMT2 disminuir la cantidad de tiempo en posicion
sentada, interrumpir los periodos de una hora o cada 90 minutos con 5-10 minutos
de ejercicio de baja intensidad, aumentar la actividad fisica cotidiana, realizar
ejercicio de resistencia 3 dias a la semana sin dejar pasar mas de 2 dias
consecutivos. Se recomienda adoptar un entrenamiento personalizado 2,

El tratamiento farmacoldgico consiste en antidiabéticos orales que reducen la
hiperglucemia en ayunas (metformina, sulfamidas hipoglucemiantes) y farmacos

gue reducen la hiperglucemia postprandial (glinidas, gliptinas, acarbosa), los cuales



pueden combinarse dependiendo de las necesidades del paciente. También se

emplean tratamiento inyectable como la insulina y los analogos del péptido similar

al glucagoén tipo 1 (GLP1).

1.4.1 Farmacos hipoglucemiantes.

Metformina. Farmaco inicial reduce la gluconeogénesis hepatica y la
hiperglucemia en ayunas sin riesgo de hipoglucemia, su efecto secundario
es la diarrea en el 20% de los casos, también da lugar a una pérdida de peso
leve y a una deficiencia de vitamina B12 en caso de nefropatia diabética. La
dosis habitual es de 500 a 3000 mg/dia segun la tolerancia digestiva y la
funcién renal, esta ultima constituye un motivo de contraindicacion en caso
de padecer filtrado glomerular menor a 60 ml/min/1,73m?, otras
contraindicaciones son enfermedad intercurrente aguda, aplicacién de una
inyeccion de producto de contraste o anestesia general.

Las sulfamidas hipoglucemiantes y las glinidas. Son insulinosecretores que
se fijan a receptores especificos de la célula B favoreciendo la sintesis de
insulina no relacionada a la glucemia del paciente. Sus efectos secundarios
son alergias, hepatitis e intolerancia digestiva. Las hipoglucemias que
ocasiona pueden llegar a ser problemas serios en personas de edad
avanzada o en caso de acumulacién por una insuficiencia renal, por lo que el
monitoreo digital de la glucemia debe ser una accion constante del paciente.
Gliptinas. Son inhibidores de la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) que
tiene por funcion degradar el péptido similar al glucagon tipo 1, el cual es una
hormona incretina que permite la sintesis de insulina e inhibe la sintesis de
glucagon, por lo que permite elevar la concentracion de esta incretina. Este
medicamento reduce en menor proporcion la HbAlc en comparacion con las
sulfamidas, pero no produce hipoglucemias, ya que la produccién de insulina
s6lo es estimulada en caso de hiperglucemia. Los efectos secundarios que
han sido reportados en raras ocasiones son penfigoides ampollosos y
pancreatitis aguda.

Acarbosa. Inhibe las a-glucosidasas de las microvellosidades intestinales
ralentizando la digestion de hidratos de carbono y por consecuencia reduce



la hiperglucemia postprandial. Sus efectos secundarios son el dolor
abdominal y las flatulencias.

e Insulina. Los analogos de insulina y la insulina se clasifican segun el tiempo
de accién y la duracion del efecto, asi se presentan insulina de accion rapida,
accion intermedia y accion prolongada. Los anéalogos rapidos y la insulina
ordinaria son utilizados para control de la hiperglucemia postprandial y tienen
una duracion de accion de 4 a 6 horas. La insulina de accion intermedia se
dirige hacia el control de la hiperglucemia en ayunas, tienen una duracion del
efecto de 12 horas y puede asociarse a los analogos rapidos en mezclas fijas.
Por otra parte, la insulina de accion prolongada puede tener una duracion del
efecto de 24 horas porque se absorbe lentamente y tiene un efecto estable
durante la mayor parte del dia.

e Andlogos del péptido similar al glucagon tipo 1. Son polipéptidos similares al
GLP1, pero con una modificacion en su estructura para conferir resistencia
ante la degradacion por DPP-4, por lo que tiene una vida media prolongada.
Favorece la sintesis de insulina, reduce la hiperglucemia postpandrial, la
ingesta alimentaria y se acompafa de una pérdida de peso independiente de
los efectos gastrointestinales adversos que provoca. Los efectos indeseables
son nauseas, vomito, diarrea, los cuales mejoran gradualmente conforme el
namero de aplicaciones. Se contraindica su administracién en caso de
pancreatitis aguda 31,

1.5 Sefalizacion de la insulina en condicion fisiolégica normal.

La insulina es un péptido de 51 aminoacidos, compuesta por dos cadenas
polipeptidicas a y dos cadenas [ unidas por puentes disulfuro. Esta molécula es
secretada inicialmente como preproinsulina por las células B de los islotes
pancreaticos. Una vez liberada al torrente sanguineo la insulina ejerce efecto en los
principales tejidos metabdlicos: el adiposo, el muscular y el hepatico. Sus funciones
son: captacion, metabolizacion, utilizacion y almacenamiento de hidratos de
carbono, proteinas vy lipidos. La insulina regula la glucogenogénesis muscular, la
lipogénesis en adipocitos, la gluconeogénesis, glucogendlisis y la cetogénesis, asi

como también favorece la sintesis de proteinas en el musculo. Estas funciones son



llevadas a cabo mediante la activacion de vias de sefializacion que permiten la
incorporacion de glucosa al interior de la célula, y por regulacidon enzimatica. La via
de sefalizacion de interés para este estudio es la via de la fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI3K) /Akt, principal via metabdlica, su activacion inicia con la union de la insulina
con su receptor celular el cual tiene actividad intrinseca de cinasa tirosina. El
receptor de insulina estda conformado como tetramero con dos subunidades a
extracelulares que contienen sitio de union para la insulina y dos subunidades 3 con
un dominio extracelular y otro intracelular. Cuando la insulina se une a la subunidad
a ocurre un cambio conformacional que induce a la autofosforilacion de los residuos
de tirosina del dominio intracelular B €. Estos residuos son reconocidos por el
sustrato del receptor de insulina (IRS), esta proteina contiene un dominio amino-
terminal de homologia a pleckstrina (PH) el cual es importante para la interaccion
con el sustrato 1 del receptor de insulina (IRS1), seguido de una cola carboxilo
terminal que contiene aproximadamente 20 sitios de fosforilacion de tirosina
importantes para la activacion de otras moléculas efectoras rio abajo [*4. Entonces
IRS fosforila a IRS1 el cual se une a la proteina fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) la
fosforila y activa a fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), este se une a los dominios
PH de la cinasa dependiente de PIP3 (PDK)permitiendo su fosforilacion. PDK activa
la proteina cinasa B (Akt), siendo Akt2 la isoforma que regula las acciones
metabolicas de la insulina permitiendo la translocacion de GLUT4 intracelular para
captar glucosa e introducirla al interior de la célula para su posterior metabolizacién
61, (Figura 1).
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Figura 1 Representacion esquemética de la via de sefializaciobn canonica de la
insulina.

INS, insulina; IR, receptor de insulina; PY, tirosina fosforilada; IRS, sustrato del
receptor de insulina; P, fosfato; IRS1, sustrato 1 del receptor de insulina; PI3K,
fosfatidilinositol-3 cinasa; PIP3, 3,4,5-trifosfato fosfatidilinositol; PDK, cinasa
dependiente de PIP3; AKT, proteina cinasa B; GLUT4, Transportador de Glucosa
Tipo 4.

Fuente: Elaboracion propia con base en articulo de Gutiérrez Rodelo C.,

Mecanismos moleculares de la resistencia a la insulina: una actualizacion €.

1.6 Datos estadisticos sobre la diabetes mellitus tipo 2.

La diabetes mellitus es una de las diez principales causas de muerte a nivel mundial
y una de las cuatro principales enfermedades crénicas no transmisibles (ENT), por
lo que actualmente se le considera una de las mayores emergencias sanitarias del
siglo XXI, puesto que en las Ultimas décadas el numero de casos se ha
incrementado de manera exponencial, convirtiéndose en un importante problema
de salud publica en todo el mundo. De acuerdo con los datos estadisticos
reportados por la Federacion Internacional de Diabetes (FID), la prevalencia
mundial de la diabetes en el 2017 fue de 8.8% afectando a 425 millones de adultos
entre 20 y 79 afos. De esta cifra la diabetes mellitus tipo 2 conforma el 85-95% de
los casos, asi como también aproximadamente 212.4 millones son personas que

aun no han sido diagnosticadas. Acorde con las predicciones estadisticas de la FID,
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se prevé que para el afio 2045 la prevalencia de diabetes aumentara a 9.9% con
una poblacién a nivel mundial de 629 millones de adultos con este padecimiento.
Por otra parte, la mortalidad de la DMT2 a nivel mundial del 2017 corresponde al
10.7% en personas de 20 a 79 afios segun el informe de la FID. En nuestro caso
particular, la FID reporté que en 2017 México ocupé el 5° lugar a nivel mundial del
ranking de los diez paises con mayor nimero de personas con diabetes mellitus,
con 12 millones de adultos diagnosticados 2. La prevalencia nacional de DMT2 es
de 9.4% en la poblacion total, en el caso de las mujeres la prevalencia es del 10.3%
y en hombres del 8.4% segun los datos reportados por la Encuesta Nacional de
Salud y Nutricion de medio camino 2016 (ENSANUT) 13, El Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI) informé que la diabetes mellitus fue la segunda
causa de mortalidad en el pais, ocasionando la muerte de 105, 572 personas en el
afio 2016 1€, La carga sanitaria y economica por esta enfermedad es
alarmantemente elevada lo que repercute negativamente en la calidad de vida del
paciente y su familia. Morelos es un estado con determinantes de salud de riesgo
para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, puesto que las prevalencias de
obesidad y sobrepeso han incrementado de manera exponencial en la poblacién
infantil y adolescente tanto en la zona urbana como rural. Los nifios y adolescentes
gue tienen sobrepeso u obesidad llegan a mantener este estado por los proximos 6
afos favoreciendo a un ambiente obesogénico que exacerba y mantiene el
problema de salud. Asimismo, su edad implica un factor de riesgo adicional porque
durante la etapa de pubertad la tolerancia a la glucosa se ve disminuida. Respecto
al género, las mujeres son el grupo con mayor prevalencia de sobrepeso y obesidad
incluyendo aquellas en edad reproductiva. Cabe mencionar, que la gran mayoria de
las adolescentes de Morelos que ingresan al hospital son por causas relacionadas
al embarazo y que todavia nacen bebés con bajo peso.

El estado de Morelos tiene una alta carga de enfermedad medida por los afios de
vida saludable perdidos (AVISA) principalmente a causa de la diabetes mellitus tipo
2, también dentro de las primeras patologias que provocan mas AVISAS se

encuentran enfermedades de indole nutricional y neonatal. En lo que respecta a la
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mortalidad por diabetes mellitus tipo 2, esta enfermedad se mantiene como primera
causa de muerte en los grupos de adultez temprana y tardia.

Respecto a la poblacion adolescente diagnosticada con diabetes mellitus, los
altimos datos reportados pertenecen a la ENSANUT 2012 donde indica que la
prevalencia es del 0.8% cifra que representa aproximadamente 155 000 mexicanos
[17], La incidencia de diabetes mellitus tipo 2 en nifios y adolescentes esta
aumentando en respuesta a la epidemia de obesidad infantil, porque la mayoria de
las personas con obesidad tienden a ser diabéticos, cursando primero la etapa de
prediabetes que incluye elevada glucosa en ayunas e intolerancia a la glucosa 181,
La investigacion sobre diabetes mellitus tipo 2 en adolescentes es escasa, sin
embargo en un estudio se estima la prevalencia de sindrome metabdlico factor de
riesgo de DMT2, la investigacion fue realizada en 110 mexicanos de 8 a 16 afios
con diagndstico de obesidad, en el cual se observd una prevalencia de sindrome
metabdlico del 62%, asi como de sus componentes individuales: obesidad (88%),
hipertrigliceridemia (85%) bajos niveles de colesterol HDL (60%) , hipertension
(35%) e hiperglucemia (5%), es importante mencionar que aunque la hiperglucemia
tuvo un porcentaje bajo, la hipertrigliceridemia y la obesidad central son los
principales factores de riesgo de la resistencia a la insulina seguido de prediabetes
y su progresion a diabetes mellitus tipo 2 9. De igual modo, se realiz6 una
investigacion sobre la prevalencia de sindrome metabdlico en 1,150 estudiantes de
secundaria y bachillerato de Morelos, los resultados fueron los siguientes; 6.7% de
los estudiantes fueron diagnosticados con sindrome metabdlico; el 37% de los
adolescentes tuvieron sobrepeso u obesidad, siendo el sobrepeso mas frecuentes
en mujeres con un 19.2% y la obesidad en hombres con 26.5%; el 68.4% curs6 con
hipertrigliceridemia; 16.8% mostraron niveles elevados de colesterol LDL; 14.7%
tuvo hiperglucemia; el 1% presentd una presion sistdlica mayor a 120 mmHg; 4%
tuvo una presion diastélica mayor a 80 mmHg y el 1% presenté hipertensién arterial
201, En otra investigacion realizada en 50 escolares y adolescentes con sobrepeso
y obesidad en una comunidad rural del estado de Tabasco, se midi6 el perfil lipidico
y la glucosa sérica encontrando que el 46% de los sujetos estudiados obtuvo valores

de glucosa en ayuno entre 100 y 125 mg/dL y el 70% niveles de triglicéridos =130
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mg/dL 21, Un importante factor de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 es la obesidad,
la cual ha sido reportada en el 85% de los casos de DMT2 1, Cabe destacar que
México ocupa el primer lugar a nivel mundial en obesidad infantil, los resultados de
la ENSANUT a medio camino 2016 indican que la prevalencia nacional combinada
de sobrepeso y obesidad es del 36.3% en los adolescentes entre 12 y 19 afios 15,
Las ultimas estadisticas de la ENSANUT sobre el estado de Morelos son del afio
2012, se informo que el 12.2% de los adolescentes de 12 a 19 afos presentaron
obesidad, seguido en frecuencia por el sobrepeso con el 22.7% y la prevalencia
combinada fue de 34.9% [17]. Por lo anterior mencionado, la poblacién del estado de
Morelos presenta importantes factores de riesgo de DMT2, lo cual se ve reflejado
en alta mortalidad de su poblacion puesto que fue la segunda causa de mortalidad
en el 2016 segun datos del INEGI 24, Se ha publicado que la prevalencia de
diabetes estatal diagnosticada en personas mayores de 20 afios fue de 8.9% en el
2012 171, En el Gltimo informe publicado por los Servicios de Salud de Morelos del
afio 2011, se reportd que la tasa de mortalidad estatal por diabetes fue de 82.2
defunciones por cada 100,000 habitantes y que especificamente para el municipio
de Huitzilac fue méas alta con 90.2 casos por cada 100,000 habitantes,
posicionandose como la primera causa de muerte 221,

1.7 Diabetes mellitus tipo 2 en la infancia y adolescencia.

La DMT2 en nifios y adolescentes es mas agresiva y rapida que en adultos, lo cual
disminuye 15 afios su esperanza de vida. Se conoce que en los adolescentes con
obesidad y DMT2 suele disminuir la funcion celular relacionada con la sensibilidad
a la insulina del 20 al 35 % por afio, lo que indica que el deterioro de la funcién
celular es mas acelerado en comparacion con los adultos. La variabilidad
interindividual del deterioro de la funcién celular esta asociada con los bajos niveles
de péptido C lo cual es un reflejo de la baja produccién de insulina. También se ha
reportado que las tasas de fracaso terapéutico especialmente con metformina son
mas altas en los adolescentes con DMT2 en comparacion con los adultos con
DMT2. De igual modo, las complicaciones microvasculares como la nefropatia y
neuropatia se desarrollan antes en los adolescentes con DMT2 que en los
adolescentes diagnosticados con DMT1, puesto que pueden estar presentes al
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momento del diagndstico o en los préximos 5 afios 23, Se ha reportado que al
menos el 32% de los adolescentes diagnosticados con DMT2 presentan
hipertension arterial al momento de ser diagnosticados. Ademas, se han observado
tasas mas altas de microalbuminuria, nefropatia diabética y dislipidemia aterogénica
en los jévenes con DMT2 que en los adolescentes que padecen DMT1. El inicio
temprano de la DMT2 repercute negativamente en el rendimiento escolar y el trabajo
laboral puesto que aumenta la morbimortalidad durante la etapa mas productiva de
su vida. Generalmente, los nifios con DMT2 padecen alguna complicacion
secundaria relacionada con la obesidad como hipertensién arterial, disfuncién
endotelial, higado graso no alcohdlico y sindrome metabdlico 23 24, Asimismo, los
adolescentes con solo obesidad ya presentan disfuncion celular en relaciéon con la
sensibilidad a la insulina, niveles anormales de incretina, incluso en concentraciones
normales de glucosa. La combinacion de otros factores de riesgo adicionales como
la glucotoxicidad, lipotoxicidad, genética, promueven la resistencia a la insulina y su
progresion a prediabetes 23],

Por otra parte, la pubertad es considerada un factor de riesgo de DMT2, por lo que
la ADA recomienda realizar un cribado de DMT2 en nifios con sobrepeso u obesidad
de 10 afios en adelante o durante el inicio de su pubertad y que tengan dos factores
de riesgo de DMT2 adicionales, tales como antecedentes familiares de primer o
segundo grado, antecedentes maternos de diabetes gestacional, signos de
resistencia a la insulina (acantosis nigricans, hipertension, dislipidemia, sindrome
de ovario poliquistico y bajo peso al nacer) y la etnia no caucasica (afroamericana,
nativo americana e hispana) 2%, Cabe mencionar que mas del 75% de los
adolescentes con DMT2 tienen antecedentes familiares de diabetes en primer o
segundo grado 24,

El tratamiento de la DMT2 en adolescente requiere la participacién de un equipo
multidisciplinario asi como de la participacién de la familia y personal escolar, este
consiste en modificar el estilo de vida a través del ejercicio moderado durante 1 hora
al dia, la dieta valiéndose del apoyo del nutridlogo, la normalizacién de la glucemia
haciendo uso de metformina en los individuos metabolicamente estables e insulina

en los casos mas comprometidos y el manejo de las comorbilidades siendo la
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hipertrigliceridemia la mas predominante 1. El tratamiento con insulina suele
indicarse antes en los jovenes con DMT2 debido a la rapida progresion de la
enfermedad y en combinacidén con la metformina para obtener un mejor control
glucémico. La insulina debe indicarse en los adolescentes que presentan
cetoacidosis diabética con niveles de glucosa sérica a partir de 250 mg/dL o niveles
de HbAlc mayores al 9%. La intervencion nutricional implica el establecimiento
regular de horas de comida, control de porciones, educacion nutricional,
disminucién de alimentos y bebidas densamente energéticas, asi como también el
aumento del consumo de fibra dietética. También se recomienda el monitoreo
regular de los niveles de glucosa mediante HbAlc cada 3 meses [26l.

1.8 Factores de riesgo de diabetes mellitus tipo 2.

1.8.1 Factores genéticos.

Cabe destacar que la DMT2 posee un componente genético donde las variantes
genéticas, la etnia y los antecedentes familiares incrementan el riesgo genético de
DTM2 27,

1.8.1.1 Variantes genéticas.

Se han asociado mas de 64 variantes genéticas con DTM2, 53 variantes genéticas
se encuentran asociadas con indicadores bioquimicos de la glucosa y 5 variantes
genéticas modulan la secrecién de insulina en personas con obesidad, sin embargo,
estas variantes soOlo representan el 10% de la heredabilidad de la DMT2. No
obstante, los jévenes genéticamente predispuestos a desarrollar DMT2 tienden a
presentar disglucemia de manera mas rapida, ya que la compensacion celular de
insulina en ellos es inadecuada 23l,

1.8.1.2 Etnia.

Por otra parte, se ha observado mayor distribucion de DMT2 por etnia en hispanos,
afroamericanos, nativo americanos, polinesios, islefios del estrecho de Torres y
chinos .

1.8.1.3 Antecedentes familiares.

Las personas que tienen un familiar de primer grado con DMT2 tienen del 30 al 40%
de desarrollar la enfermedad inclusive sin que presente obesidad. Por otro lado,

tener dos padres con DMT2 supone un riesgo del 70% de desarrollar DMT2 en su
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descendencia. En caso de tener un hermano con DTM2 el riesgo de padecer DMT2
es de 2 a 4 veces mayor en comparacion con la poblacién normal 23, También se
ha reportado que los nifios con ambos padres obesos tienen un riesgo mayor de 69
a 80% de ser obeso en la vida adulta, cuando s6lo uno de los padres es obeso su
probabilidad de tener obesidad es de 41 a 50%, pero si ninguno de los dos padres
es obeso el riesgo disminuye a sélo el 9% de padecer dicha enfermedad y sus
comorbilidades tales como DMT2 [28],

1.8.2 Factores de riesgo nutricionales.

1.8.2.1 Bajo peso al nacer.

Las personas con bajo peso al nacer, es decir, un peso menor a 2.5 kg, tienen mayor
riesgo de diabetes mellitus tipo 2. El ambiente intrauterino adverso como la
desnutricion in Gtero, exposicion a toxinas ambientales y alteraciones hormonales
provocan adaptaciones fetales que modifican permanentemente la estructura y
fisiologia del organismo derivando en el desarrollo de enfermedades
cardiometabdlicas. Los bebés que nacieron con bajo peso que se mantienen
delgados son mas propensos a ser resistentes a la insulina durante su nifiez y su
vida adulta. Por el contrario, los recién nacidos prematuros con esta condicion tienen
alteraciones en la ganancia de peso postnatal suponiendo un mayor riesgo de
obesidad, intolerancia a la glucosa, resistencia a la insulina, dislipidemia e
hipertension. Asimismo, la ingesta de lipidos materna determina la calidad de los
acidos grasos aportados al feto via placentaria, por lo que el aumento de la ingesta
conlleva al desequilibrio de &cidos grasos alterando el desarrollo celular, la
expresion génica, la respuesta metabdlica y neuroendocrina aumentando el riesgo
de DMT2 [2°],

1.8.2.2 Lactancia materna.

La falta de lactancia materna durante la primera infancia puede incrementar el riesgo
de diabetes mellitus tipo 2. La lactancia materna regula el apetito aumentando la
saciedad y sus sustancias bioactivas reducen la deposicion de grasa lo que
disminuye el riesgo de sobrepeso y obesidad. La leche materna esta compuesta por
cantidades adecuada de acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) lo que favorece el

namero de receptores de insulina en el cerebro del nifio para mantener un adecuado

16



metabolismo de glucosa. Por otro lado, se han observado niveles elevados de
insulina basal, insulina postprandial y neurotensina en lactantes alimentados con
férmula en comparacion con lactantes amamantados, lo que conlleva al desarrollo
de resistencia a la insulina 30,

1.8.2.3 Desnutricién.

El masculo esquelético y las células B-pancreaticas tienen una accién sinérgica en
el control de la homeostasis sistémica de la glucosa. Por lo ende, la desnutricién
proteica parece disminuir la capacidad mitocondrial de las células p-pancreaticas y
del tejido muscular, asi como también repercute negativamente en la sintesis y
liberacion de la insulina. La cronicidad de la desnutriciéon y la capacidad de oxidacion
de los &cidos grasos del tejido muscular afectado regulan el efecto que tiene esta
condicién sobre la resistencia a la insulina 314,

1.8.2.4 Sobrepeso.

Se reportado el aumento del 1.7% de la incidencia de DMT2 se asocié con el
aumento de una unidad del IMC, tanto el sobrepeso como la obesidad se han
reconocido como factores de riesgo de DMT2. En un estudio realizado en una
cohorte de finlandeses se encontré que el 77% de los casos nuevos de DMT2
podrian haberse evitado si las personas hubieran tenido un IMC menor a 25 kg/m?2.
El excedente de grasa de corporal esta4 asociado con el aumento de adipocinas y
hormonas que pueden aumentar la resistencia a la insulina 132,

1.8.2.5 Obesidad.

La obesidad representa entre el 80 al 85% del riesgo de desarrollar diabetes mellitus
tipo 2. La obesidad disminuye la secrecion de insulina, aumenta la resistencia a la
insulina, las citocinas proinflamatorias (leptina y adiponectina), favorece la
disfuncion endotelial, la disfuncidon mitocondrial y el estrés del reticulo endoplasmico
[33], La obesidad central debido a que la mayor acumulacién de grasa es de tipo
visceral esta asociada con el riesgo de DMT2, sindrome metabdlico y enfermedad
cardiovascular. Sin embargo, las personas con obesidad que ademas exhiben un
perfil lipidico alterado tienen un riesgo de padecer DMT2 de 10 veces mayor en

comparacion con quienes solo presentan obesidad cuyo riesgo de DMT2 es de 4.5
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veces. Cabe mencionar, que la ganancia de peso durante la adultez temprana
resulta ser mas dafiino que el aumento de peso después de los 25 afios 4.
1.8.2.6 Obesidad metabdlica.

Se refiere al estado en que se encuentra un individuo no obeso, pero exhibe niveles
elevados de insulina sérica, hiperglucemia, hipertrigliceridemia y/o hipertension
arterial. La obesidad metabdlica incrementa el riesgo cardiometabdlico. Se
reconocen como factores de riesgo de este tipo de obesidad, los antecedentes
familiares de diabetes mellitus tipo 2 y/o hipertensién arterial, la macrosomia fetal y
un elevado porcentaje de grasa corporal [3%,

1.8.2.7 Factor dietético.

En el caso de la alimentacion, dentro de las recomendaciones dietéticas para
mantener un nivel de glucosa sanguinea adecuado se incluyen la restriccion de
refrescos y jugos; aumento de verduras y frutas; control de porciones de alimento y
la modificacién del comportamiento alimentario familiar 12,

Un estudio determind la relacién entre los patrones de alimentacion adolescentes
mexicanos y sus principales hallazgos fueron:

1) Patron occidentalizado el cual consiste en un alto consumo de cereales refinados,
alimentos procesados, postres, dulces, azucar, pasteles, refresco;

2) Patrén alto contenido de proteina/grasa donde la elevada ingesta de huevo, aves,
carnes rojas, salchichas y alcohol es caracteristico;

3) Patron prudente se basa en un alto consumo de verduras, legumbres, frutos
secos, semillas, frutas y granos enteros.

Se observoé que el patron occidentalizado y alto en proteina/grasa se asocié a mayor
IMC en comparacion con los adolescentes que optaron por el patron prudente.
También se encontré que no hubo diferencias entre el patron occidental y alto
contenido en proteina/grasa, pero hubo menos prevalencia de fumadores en el
patron prudente. La DMT2 se asocio positivamente con los patrones occidentales y
alto contenido en proteina/grasa mientras que respecto al patron prudente se
encontré una correlaciéon negativa. El patron de alimentacion de adolescentes el

cual es transmitido por su familia, permanece en gran parte sin cambios hasta la
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edad adulta. Por lo que la inadecuada alimentacién durante la infancia, el ayuno y
el tabaquismo tienen un rol determinante en el desarrollo de obesidad y DMT2 [28],

1.8.3 Factores de riesgo ambiental.

1.8.3.1 Sedentarismo

Por otro lado, la actividad fisica es un factor importante para el mantenimiento de la
salud porque aumenta de la sensibilidad a la insulina, mejora del control glucémico,
el perfil lipidico y la presion arterial, promueve la pérdida de grasa corporal, y es
factor protector de la salud mental. Por lo que el sedentarismo ocasiona el efecto
contrario repercutiendo negativamente en el metabolismo y sensibilidad celular a la
glucosa (18],

1.8.3.2 Contaminacién ambiental.

Dos componentes de la contaminacion del aire, las particulas con un diametro
aerodinamico inferior a 10 micras (PMuo) y el diéxido de nitrégeno (NO2z) se asocian
con el incremento del riesgo de diabetes mellitus tipo 2. Estudios reportaron la
asociacion del PMio con los niveles anormales de glucosa en ayunas y la
hemoglobina de glicosilada; la asociacion entre el NO2 y el aumento del riesgo de
diabetes gestacional; asi como también la asociacion entre ambos componentes
con el aumento del indice de resistencia a la insulina (HOMA-IR). Se sugiere que
estos componentes participan en el estrés oxidante favoreciendo la resistencia a la
insulina y la disminucion de la sensibilidad a la insulina [38],

1.8.3.3 Estrés psicoldgico.

Ante un evento de estrés bien sea psicologico, laboral, emocional como angustia,
depresion o ansiedad e inclusive algun rasgo negativo de personalidad como ira u
hostilidad, el organismo responde con la activacion del sistema nervioso simpatico
y del eje hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). El hipotalamo libera la corticotropina
que activa el eje HPA, estimulando en la glandula pituitaria la liberacion de la
hormona adrenocorticotrépica a la circulacion sistémica. Esta hormona permite la
liberacién de cortisol, el cual es una hormona de tipo glucocorticoide cuyas
funciones son el incremento de las concentraciones seéricas de glucosa mediante la
movilizacion de las reservas corporales, por lo tanto, participa en la

gluconeogénesis, en el metabolismo de lipidos, proteinas e hidratos de carbono. En
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condicion de patologica favorece el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2, puesto
que, la activacion cronica del eje HPA desregula la liberacion del cortisol
aumentando su concentracion sanguinea, lo que conlleva a una situacién de
hiperglucemia por un aumento de la gluconeogénesis, también favorece la
lipotoxicidad por aumento de la liberacion de lipidos a la circulacién sanguinea.
Ademas, los receptores de glucocorticoides se expresan en células 3 pancreaticas,
por lo que la estimulacion continua de estos receptores por altas concentraciones
de cortisol disminuye la secrecién y la sensibilidad a la insulina. Esta situacion afecta
el patrén diurno de la produccion de cortisol, ya que, en condiciones normales el
pico maximo se alcanza durante la mafiana 35 a 45 minutos después de despertarse
y las concentraciones disminuyen durante la noche, sin embargo, en las personas
con DMT2 este patrén se observado invertido, donde las concentraciones mas
elevadas se observan durante la noche, este hecho se asocia con el incremento de
la mortalidad cardiovascular.

Por otra parte, la activacion simpatica del sistema nervioso autonomo a causa del
estrés ocasiona cambios en la presion arterial, en la frecuencia cardiaca y en el
gasto cardiaco favoreciendo el desarrollo de hipertensién arterial 571,

1.8.3.4 Tabaquismo.

El tabaquismo es un factor de riesgo de hipertension arterial y de DTM2 [38l, Este
factor esta asociado con obesidad central, el estrés oxidante, la inflamacion cronica,
la resistencia a la insulina e hiperglucemia [38. Respecto al tabaquismo, el estado
de Morelos es uno de los 5 estados que tiene mayor prevalencia de tabaquismo en
adolescentes, ya que la ENSANUT 2012 reportd que esta poblacién que ha fumado
mas de 100 cigarrillos en la vida fue de 11.6%, encontrandose mayor proporcion en
edades comprendidas de 15 a 19 afios, siendo la edad de inicio entre los 13y 19
afnos, cifra que incluso superd la media nacional que fue de 9.2% 7],

1.8.3.5 Pubertad

Esta etapa de la vida constituye un factor de riesgo de DMT2 debido al incremento
y efecto de las hormonas sexuales. Dentro de los cambios secundarios sexuales
gue ocurren se encuentra el cambio en la composicion corporal. En las mujeres

incrementa el peso y la acumulacion de grasa corporal siguiendo un patron gluteo
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femoral por lo que tiene mayor riesgo de sobrepeso. Cabe mencionar que la
obesidad durante la adolescencia incrementa significativamente el riesgo de DMT2
y de enfermedad coronaria [47],

La estatura baja es un factor de riesgo de DMT2, se ha observado que los adultos
altos tienen mas proporcién de masa muscular por lo que hay mayor captacion de
glucosa, también se ha correlacionado negativamente el factor de crecimiento
insulinico 1 con el crecimiento infantil y la intolerancia a la glucosa. La pubertad es
un periodo determinante de la estatura y su alteracion puede provocar el cierre
precoz de las placas de crecimiento (!, En las mujeres, la edad de la menarquia se
correlaciona negativamente con el remanente de crecimiento (4 a 6 centimetros
mas). Cuanto mas temprano se presente la menarquia menor tiempo total de
crecimiento traduciéndose en menor estatura adulta. En el caso de los hombres, la
pubertad precoz que se presenta entre los 9 y 10 afios también ocasiona el cierre
temprano de las placas de crecimiento y reduce la talla final del individuo 42,
1.8.3.6 Sindrome metabdlico.

Es considerado un predictor de diabetes mellitus tipo 2 en la adultez e incrementa
el riesgo hasta cinco veces mas. El sindrome metabdlico consiste en la presencia
de al menos tres alteraciones metabdlicas interrelacionadas: la obesidad,
hipertension arterial, dislipidemia aterogénica, hiperglucemia e hiperinsulinemia. La
presencia de sindrome metabdlico, sobrepeso u obesidad desde los ocho afios
puede predecir un mayor riesgo de diabetes mellitus tipo 2 de la vida adulta 431,
1.8.3.7 Sindrome de ovario poliquistico (PCOS)

Estado patoldgico de la mujer en el existe un exceso de andrégenos, hirsutismo,
irregularidades menstruales, hiperinsulinemia relacionada a la obesidad y
resistencia a la insulina lo que se traduce en un mayor riesgo de DMT2 y
cardiovascular 441,

1.8.3.8 Diabetes gestacional.

La diabetes gestacional aumenta el riesgo de padecer tanto de obesidad como
DMT2 en su descendencia, este riesgo es mayor en el feto masculino 4. De igual
modo, la diabetes gestacional incrementa 7 veces el riesgo de padecer DMT2 en

las mujeres embarazadas que lo padecen 3. En la actualidad, este padecimiento
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afecta del 7 al 17% a nivel mundial y en los dltimos afios su prevalencia ha ido en
aumento, por lo cual puede ser motivo de preocupacion, puesto que, exacerba el
problema de la DMT2 debido a que forma parte de un ciclo vicioso e
intergeneracional de la enfermedad 461,

1.9 Epigenética.

La regulacion génica es un factor determinante en el proceso de salud-enfermedad,
ya que bajo ciertas condiciones puede determinar la expresion genética
favoreciendo o alterando la homeostasia del organismo. La epigenética es el estudio
de los mecanismos regulatorios de la expresién génica que no implican un cambio
en la secuencia del DNA y de las modificaciones hereditarias potencialmente
reversibles influidas por factores ambientales que resultan en la activacion o el
silenciamiento de un gen. Los mecanismos epigenéticos son: la metilacion del DNA,
el silenciamiento génico asociado a RNA’s no codificantes, la acetilacion, la
metilacion y la fosforilacion de las histonas, procesos que responden a factores
ambientales/nutricionales como por ejemplo: la contaminacién ambiental, el
tabaquismo, el consumo de alcohol, la deficiencia de vitaminas B, dieta baja en
proteinas, la obesidad, la hiperglucemia, el estrés oxidante, la hipoxia, la
inflamacion, la composicion corporal de la madre durante el embarazo y del propio
individuo en las etapas de su vida 471,

1.9.1 Metilacion de DNA.

La metilacion del DNA es el mecanismo epigenético de interés para el presente
proyecto, mismo que se ha relacionado con el desarrollo de enfermedades crénicas
no transmisibles [?°. La metilacion del DNA es la adicién covalente de un grupo
metilo (-CHs) a la posicion 5°del anillo de la citosina transformandose en 5-
metilcitosina (5-mC), este proceso ocurre en los dinucleétidos CpG (citosina-fosfato-
guanina), los cuales suelen ser secuencias repetitivas conocidas como islas CpG y
se encuentran en regiones promotoras de los genes o en las regiones con mayor
concentracion centromérica [“8l. El genoma tiene un perfil de metilacion también
conocido como metiloma, por cuestiones de regulacién génica se designan niveles
de metilacion de los genes, los cuales pueden encontrarse bien sea metilados y por

ende silenciados o hipometilados y activos en condiciones normales, este patron es
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especifico de cada gen. La metilacién del DNA es un proceso llevado a cabo por las
enzimas metiltransferasas (DNMT), las DNMT3a y DNMT3b realizan una metilacion
de novo principalmente durante la gestacion. Por otro lado, la enzima DNMT1
mantiene las marcas de metilacion durante la replicacion del DNA mediante un
proceso de reconocimiento y copiado de los patrones de metilacion preexistentes,
también reconoce y metila los sitios CpG hemimetilados. La ubicacién de la
metilacion respecto al gen tiene efecto en la funciébn genética, por ejemplo, la
metilacion del DNA en la region promotora e intergénica suele estar ausente pero
cuando se encuentran metiladas ocasiona el silenciamiento del gen.

1.9.2 Metilacidon del DNA y etapas de la vida.

La metilacion del DNA es un proceso altamente dinamico durante la embriogénesis
y frecuentemente se asocia con la represion transcripcional a largo plazo, como
sucede en la inactivacion del cromosoma x, laimpronta genémicay el silenciamiento
de elementos del DNA repetitivos. De manera normal durante la embriogénesis
existen dos periodos donde se llevan a cabo procesos de desmetilacién global del
DNA parental y de remetilacion para establecer los patrones de metilacion de los
genes del individuo en desarrollo. Uno de estos periodos sucede después de la
fertilizacion, donde el genoma paterno sufre una desmetilacion global del DNA por
replicacion del DNA independiente o “activa”, mientras que el genoma materno es
desmetilado por replicacién del DNA dependiente de procesos “pasivos”, aunque en
ambos genomas la metilacién de genes imprintados y elementos repetitivos del DNA
es conservada. En el desarrollo posterior del embrién, se da una metilacion de novo
global y se restablece la metilacion en tejidos embrionarios y extraembrionarios
como el trofoblasto y el saco vitelino. El segundo periodo de desmetilacion sucede
poco antes del nacimiento, durante la generacion de células germinales se borra
nuevamente el patron de metilacion con la diferencia de que ahora se incluyen los
genes imprintados para dar paso a una metilacién sexo-especifica, en el caso de
los hombres se da una metilacion prenatal de novo durante la proespermatogonia y
en el caso de las mujeres se restablece la metilacion de manera postnatal durante

el crecimiento del ovocito [48l,
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El genoma es especialmente susceptible durante esta etapa de la vida, ya que es
durante la época fetal y postnatal donde existe mayor regulacién epigenética,
cualquier alteracion por factores ambientales incide en el cambio de patron de
metilacion de los genes permitiendo el desarrollo de enfermedades de manera
congénita o incrementando el riesgo de padecerlas en la adultez. La hipétesis de
Barker publicada en 1992 en Inglaterra es la primera teoria que plantea la
programacion fetal, esta hipotesis expone que las condiciones de vida adversas
durante la vida intrauterina y la infancia como la desnutricion materna, una dieta
insuficiente, la restriccion del crecimiento intrauterino, un peso al nacer menor a 2.5
kg y la ausencia de lactancia materna, son factores ambientales que se vinculan
con enfermedades crénico-degenerativas como la hipertension, la cardiopatia
isquémica y accidente cerebrovascular en la adultez [, Sin embargo, en la infancia
y la adolescencia todavia pueden producirse modificaciones de cierta magnitud. La
nutricion en estas etapas de la vida es crucial para alcanzar el maximo potencial de
crecimiento, favorecer el desarrollo idéneo de los individuos y porque definira los
habitos buenos o malos que perduraran en la vida adulta 40,

1.9.3 Nutricidon y epigenética.

La nutricion inadecuada es un importante factor ambiental que puede modificar las
marcas epigenéticas incrementado el riesgo a sufrir enfermedades metabdlicas, sin
embargo, aun queda el efecto esperanzador que tiene una nutricion adecuada para
revertir esas marcas epigenéticas de riesgo o prevenir los cambios de metilacion
gue ocurren con la edad. Asi, podemos ejemplificar el importante rol que juegan los
nutrientes donadores de grupos metilos, especialmente los que intervienen en el
ciclo de la metionina, los cuales son vitaminas como el acido félico, la riboflavina, la
piridoxina, la cobalamina, colina y el aminoacido metionina, los cuales son basicos
para el mantenimiento de los niveles de metilacion del DNA y las histonas. Se ha
observado que una dieta deficiente de estos grupos metilo puede provocar
enfermedades como la esteatosis hepatica la cual es revertida una vez que se
suplementa con estas vitaminas. Ademas, los cambios energéticos y la modificacion
de los porcentajes de macronutrientes sobre el valor caldrico total de la dieta
también ejercen un efecto en el grado de metilacion del DNA 461,
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La metilaciébn del DNA es un mecanismo epigenético regulador de la expresion
génica, regulacién que se ejerce mediante grupos metilos que funcionan como
“‘marcas” en el genoma que permiten el silenciamiento o la activacién un gen. Dichas
marcas epigenéticas responden a la exposicion continua de factores ambientales y
son alteraciones hereditarias mitéticas. El sustrato que se utiliza para la
transferencia de grupos metilo al DNA, RNA, proteinas y fosfolipidos es la S-
adenosilmetionina (SAM) compuesta por adenosina trifosfato (ATP) y metionina.
La produccién de la S-adenosilmetionina se basa en vitaminas del grupo B como:
folato (B9), cobalamina (B12), riboflavina (B2), piridoxina (B6) y colina (B7), también
se requiere de aminoéacidos los cuales son: metionina, cisteina, serina y glicina, a
estos nutrientes se les conoce como “nutrientes metilicos”.

La sintesis de S-adenosilmetionina requiere la participacion de tres vias bioquimicas
interrelacionadas, estas son: el ciclo del folato, el ciclo de la metionina y la via de

transulfuracion.

CICLO DEL FOLATO CICLO DE LA METIONINA
Serina THm CH__.-=""~ -- m Metilcobalamina/_m
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L S-adenosilmetionina
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Figura 2. Representacion esquematica de las rutas metabolicas para la sintesis de
S-adenosilmetionina.

THF, tetrahidrofolato; SHMT, serina hidroximetiltransferasa; 5,10-MTHF, 5,10-
metilen tetrahidrofolato; 10-formil-THF, 10-formil tetrahidrofolato; FAD, flavina
adenina dinucledtido; MTHFR, metilentetrahidrofolato reductasa; 5-MTHF, 5-metil
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tetrahidrofolato; CHs, grupo metilo; MS, metionina sintasa; MAT, metionina
adenosiltransferasa; MT, metiltransferasa; SAM, S-adenosilmetionina; SHA, S-
adenosilhomocisteina; SAHH, S-adenosilhnomocisteina hidrolasa; CBS, cistationina
B-sintasa; CL,cistationina y-liasa; PLP, piridoxal-5"-fosfato.

Fuente: Elaboracion propia con base en articulo de Ganguly P, Alam SF. Role of

homocysteine in the development of cardiovascular disease [46,

El ciclo del folato comienza con la reduccion del mismo a tetrahidrofolato (THF), el
cual recibe un grupo metilo de la serina por accién de la serina hidroximetil
transferasa dando lugar al 5,10-metilen tetrahidrofolato y al aminoacido glicina, este
sustrato 5,10-metilen tetrahidrofolato es requerido para la sintesis del nucleésido
timidina y el nucledtido timidilato, los cuales son necesarios para la sintesis de
pirimidinas como por ejemplo la base nitrogenada timina, mientras que su forma
reducida a 10-formil tetrahidrofolato es utilizada para la sintesis de purinas. La
conversion del 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metil tetrahidrofolato es catalizada
por la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) que requiere riboflavina
como cofactor. El 5-metil tetrahidrofolato es la forma metabdlicamente activa a nivel
celular del &cido fdlico, también constituye la forma predominante del mismo en el
plasma sanguineo y funciona como donante del grupo metilo en la conversién de
homocisteina a metionina. En el ciclo de la metionina, el 5-metil tetrahidrofolato dona
su grupo metilo a la cobalamina en una reaccion catalizada por la enzima metionina
adenosiltransferasa (MAT), transformandola en metilcobalamina, el cual es el
donante directo del grupo metilo a la homocisteina convirtiéndose asi en metionina
[6] La metionina se convierte en S-adenosilmetionina (SAM) el principal donante de
metilo intracelular. La metionina pasé por un proceso de adenosilacion y
condensacion con ATP transformandose en SAM, el cual puede transferir el grupo
de metilo que estda unido al azufre terciario del sustrato a otras sustancias
participando en mas de 115 reacciones de transferencia de metilos. Después de
donar grupos metilo en diferentes reacciones el producto residual de SAM es la S-
adenosilhomocisteina (SAH) el cual es hidrolizado en homocisteina. La

homocisteina puede incorporarse nuevamente en un proceso de remetilacion a
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metionina o continuar con la via de transulfuracion. En el caso de remetilacion el
ciclo de la metionina vuelve a repetirse, donde se obtiene metionina que puede ser
convertida de nuevo en SAM y a su vez, tetrahidrofolato el cual puede incorporarse
nuevamente al ciclo del folato 1%, Por otro lado, la via de transulfuracién es la ruta
catabdlica de la homocisteina y permite la sintesis del aminoé&cido cisteina, tiene
lugar en células del higado, rifiones, pancreas e intestino delgado debido a la
actividad tejido-especifica de las enzimas cistationina B-sintasa y cistationina y-
liasa. Consiste en dos reacciones que transforman la homocisteina en cistationina
por accion de la enzima cistationina B-sintasa dependiente del piridoxal-5"-fosfato
(PLP) que es la forma activa de la vitamina piridoxina. Consecutivamente, la
cistationina se convierte en cisteina por la cistationina y-liasa. Finalmente, la cisteina
es utilizada para la sintesis de proteinas 0 es metabolizada en glutation o taurina
[46], (Figura 2).

La ingesta dietética de metionina puede regular ambas rutas metabdlicas: en
condiciones de déficit de metionina se eleva el ciclo de remetilacion para compensar
los niveles de este aminoacido; en caso contrario, altos niveles de metionina y por
consiguiente de SAM, inhibe la remetilacion y promueve la transulfuracion para
reducir la homocisteina a niveles basales 53, Cabe mencionar que existe una
condicion disfuncional que ocurre en el ciclo de la metionina conocida como la
“trampa del folato”, esta acontece cuando existe una deficiencia de vitamina B12
aun con una ingesta dietética adecuada de folato, provocando la disminucion de la
actividad enzimatica de la metionina sintasa, resultando en la acumulacion de 5-
metiltetrahidrofolato por bloqueo de su transformacién en tetrahidrofolato y
ocasionando hiperhomocisteinemia. La manifestacion clinica de la “trampa del
folato” es la anemia megaloblastica, ya que al no haber suficiente tetrahidrofolato
inhibe la sintesis del DNA en la hematopoyesis, por lo que los glébulos rojos durante
su divisién celular no pueden pasar de la fase G2 del ciclo celular a la fase de
mitosis, consecuentemente las células se mantienen en la fase de crecimiento
resultando en células anormalmente grandes e inmaduras, presentandose

macrocitosis 2.
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Por otro lado, el estado de hiperhomocisteinemia es una condicion patoldgica en la
gue se presentan niveles excesivos de homocisteina sérica, mismo que se ha
aceptado ampliamente como un factor de riesgo cardiovascular independiente 51,
La hiperhomocisteinemia se ha asociado con defectos de tubo neural, abortos
repetitivos, preeclampsia, incremento del riesgo de trisomia 21 53, restriccién de
crecimiento intrauterino 5%, aterosclerosis, infarto de miocardio, accidente
cerebrovascular, estrés oxidante, incremento de coagulacion sanguinea,
incremento de sintesis de colesterol, disfuncion endotelial y exacerbacién del riesgo
de mortalidad por enfermedades cardiovasculares en personas con hipertension e
insuficiencia renal crénica 9. El sistema cardiovascular es altamente susceptible a
la toxicidad de la homocisteina porque tanto las células miocardicas como
vasculares son deficientes de la enzima cistationina 3-sintasa, por lo tanto, en caso
de presentar elevadas concentraciones de homocisteina, las células son incapaces
de eliminar el excedente y estan limitadas a la via de remetilacion a metionina
generando SAM pudiendo provocar alteraciones en la metilacion del DNA Bl La
hiperhomocisteinemia también se ha relacionado con la diabetes mellitus tipo 2 por
disfuncién de células B pancreaticas, resistencia a la insulina por su participacion
en el estrés oxidante y alteracion de la metilacion del DNA [8],

1.9.3 .1 Folato.

El folato es una vitamina hidrosoluble también conocida como vitamina B9, la cual
no puede ser sintetizada de novo por el cuerpo humano, por lo que debe ser
obtenida a partir de la dieta, las principales fuentes alimentarias son: los vegetales
de hoja verde, frutas citricas, semillas, nueces, legumbres como frijoles, lentejas y
habas, entre otras. (Anexo 1). En su forma quimica el grupo de folatos esta
compuesto por el 5-formil-tetrahidrofolato, 10-formil-tetrahidrofolato, 5-metil-
tetrahidrofolato, 5,10-metileno-tetrahidrofolato, y 5,10-metil-tetrahidrofolato, folato
de plantas. Los folatos estan compuestos quimicamente por un anillo de pteridina
unido por un puente metileno a un residuo de acido para-aminobenzoico que a su
vez se encuentra unido por un enlace y-peptidico a un residuo de acido glutamico
(Glu), la diferencia entre los vitameros del folato radica en que el anillo de pteridina
puede adoptar varias formas reducidas, y, en el nUmero de residuos de glutamato.
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El anillo de pteridina puede sufrir una reduccion parcial en la posicion 7,8
dihidropteroilglutamato (H2PteGlun) 0 una reduccion completa en las posiciones 5,
6, 7 y 8 tetrahidrofolato (H4sPteGlun 0 THF). El tetrahidrofolato puede encontrarse en
distintos estados de oxidacion, aceptando un atomo de carbono en las posiciones
Ns, N1o 0 ambas las cuales constituyen los sitios activos de la molécula, asi las
formas mas oxidadas son: 5-formiltetrahidrofolato o acido folinico (5-formil-
H4PteGlun), 10-formiltetrahidrofolato (10-formil-H4PteGlun) y 5,10-
meteniltetrahidrofolato (5,10-metenil-HsPteGlun), mientras que la forma mas
reducida es el 5-metil-tetrahidrofolato (5-metil-HsPteGlun) haciendo hincapié en este
altimo derivado ya que a diferencia de los demas posee un grupo metilo (CH3) en el
carbono 5 del anillo de pteridina, lo que lo convierte en la forma biolégicamente
activa de los folatos. El folato de uso farmacéutico es el 5-formil-tetrahidrofolato (5-
formil- HaPteGlun) conocido como acido folinico. En los alimentos los folatos se
encuentran como poliglutamatos, bien sea en forma de heptaglutamatos en los
vegetales o pentaglutamatos en las carnes, la mayoria de ellos se encuentran
ligados a proteinas y es mediante la digestibn que son convertidos en
monoglutamatos para permitir su absorcion a nivel intestinal mediante transporte
activo, sin embargo, en caso de excedente la absorcion ocurre mediante difusion
pasiva 7. El 5-meti-tetrahidrofolato es el derivado mayoritario que circula en el
plasma sanguineo, el cual se encuentra unido a la albumina y a la proteina ligante
de folatos. Una vez en el torrente sanguineo, la distribucion de los folatos se dirige
hacian tejidos de rapida division celular, principalmente médula ésea o mucosa
gastrointestinal, el efecto de la poliglutamilacién y la union a la proteina ligante de
folatos facilitan la retencion de los folatos en el tejido diana. El folato participa en el
metabolismo de un carbono requerido para el metabolismo de aminoacidos
participando en la interconversion de serina-glicina, en el catabolismo de histidina,
sintesis de purinas y pirimidinas precursores de los acidos nucleicos, timidilato,
metionina, pantotenato, formil-metionil-tRNA y en el proceso de metilacion de DNA
e histonas B8, El almacenamiento de los folatos en el organismo ocurre
principalmente en el higado y en el cerebro, sustancialmente ocurre en forma

guimica de pentaglutamatos cuya reserva total en el organismo abarca un rango
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entre 5 a 10 mg, esta reserva es suficiente para cubrir el requerimiento de esta
vitamina durante 4 meses 7.,

La ingestion diaria sugerida (IDS) de acido félico para los nifios y adolescentes de
ambos sexos con edades comprendidas entre 9 a 13 afios es de 360 pg/dia y el
limite superior de consumo (LSC) corresponde a 600 pg/dia de acido félico. Por otro
lado, la IDS de acido félico para los adolescentes de ambos sexos de 14 a 18 afios
es de 390 pg/diay el LSC para este grupo de edad es de 800 pg/dia 5.

1.9.3.2 Metilacion y enfermedades crénicas no transmisibles.

Los factores dietéticos tienen gran importancia en la prevencion y desarrollo de las
enfermedades cronicas no transmisibles, todos los mecanismos mediante los
cuales ejerce su accién no han sido dilucidados por completo, sin embargo, un
mecanismo por el cual la dieta previene o promueve el desarrollo de este tipo de
enfermedades es la metilacion del DNA. Recientemente, se ha descrito que la
metilacion del DNA puede estar implicada en el desarrollo de la obesidad, ya que
las dietas ricas en grasa y azucares simples estan asociadas con cambios en los
patrones de metilacion del DNA de la region promotora de distintos genes
implicados en la homeostasis energética del higado.

Por otro lado, la pérdida de peso y la restriccion energética también han sido
implicadas en cambios de los patrones de metilacién, sobre todo de regiones
gendmicas del tejido adiposo subcutaneo abdominal. También se han identificado
marcas epigenéticas que son utilizadas como biomarcadores epigenéticos
predictores del mantenimiento del peso corporal después de la pérdida de peso.
Ademas, se ha reportado que algunos genes que sufren modificaciones en la
metilacion de las islas CpGs en la regidbn promotora participan en procesos
metabodlicos tales como adipogénesis, metabolismo energético, lipogénesis,
regulacion del apetito y sefializacién insulinica 461,

1.9.3.3 Alteraciones epigenéticas y diabetes mellitus tipo 2.

La alteracion de los mecanismos epigenéticos puede incrementar el riesgo de
desarrollar diabetes mellitus tipo 2. Dentro del proceso fisiopatolégico de diabetes
mellitus tipo 2 el cual se caracteriza por un fallo en la funcion de las células 3 del

pancreas debido a resistencia a la insulina, recientemente se ha evidenciado que
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este fallo puede ser ocasionado por el grado de metilacion de sitios CpG del
musculo esquelético, tejido adiposo subcutaneo e islotes pancreéaticos 9. Un
ejemplo de esta interaccion epigenética es la siguiente, la desnutricibn materna
durante el embarazo puede modificar las marcas epigenéticas en el DNA del hijo lo
que se traduce en un mayor riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 [29,
1.9.4. Metilacion de genes biomarcadores de riesgo de diabetes mellitus
tipo 2.

Entre los genes en los que se ha observado una asociacion entre la modificacion de
los patrones de metilacion del DNA y el incremento del riesgo de desarrollar
diabetes mellitus tipo 2 por su importante participacion en la via de sefalizacién de
insulina y que son de especial interés para este proyecto se encuentran los
siguientes:

1.9.4.1 Gen de la insulina (INS).

Se ha reportado que la glucotoxicidad ocasiona metilacién del DNA en las células 3
pancreaticas lo cual conduce a la disminucion irreversible de los niveles de mRNA
de la insulina y a la disminucién de la expresion genética del gen de la insulina. Los
hallazgos de un estudio en ratones mostraron que la exposicién prolongada a
niveles altos de glucosa de las células B pancreaticas aumenta la metilacion del
DNA del sitio CpG del gen promotor INS1 64, En una investigacion realizada en
humanos diabéticos y no diabéticos se analizé la metilacion del DNA en 25 sitios
CpG del promotor del gen de insulina mostrando una metilacion del DNA aumentada
en diabéticos tipo 2, adicionalmente se observo que la exposicion a la hiperglucemia
durante 72 horas aumento la metilacion del DNA del promotor de insulina en células
beta pancreaticas de ratones (62,

1.9.4.2 Gen Sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1).

Se ha sugerido el IRS1 como gen candidato para la susceptibilidad de DMT2, por
su papel en las vias de sefalizacion de la insulina y su expresiéon en adipocitos y
musculo esquelético %3], Se realizé un estudio que observé una asociacion entre la
metilacion del DNA del gen IRS1 en tejido adiposo de humanos sanos y el IMC. La
alta metilacion de los sitios CpG del gen IRS1 se ha visto implicado en la

patogénesis de la DMT2 [64],
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1.9.4.3 Gen Transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4).

El transportador de glucosa GLUT 4 participa en el metabolismo de hidratos de
carbono en células adiposas, musculo esqueléticas y del corazon, por lo cual juega
un papel importante en la sensibilidad a la insulina. En estudios en animales se ha
observado que la dieta materna baja en proteinas causa la desmetilacion de la
region promotora del GLUT4 tanto en la madre como en su descendencia,
incrementando el riesgo de diabetes mellitus tipo 2 en la vida adulta. Asimismo, se
observé mayor contenido de glucdégeno en la descendencia femenina no asi en la
masculina lo que sugiere una adaptacion del metabolismo de glucosa dependiente
del sexo a una dieta hipoproteica 6%, Estudios en ratones mostraron que la baja
expresion génica de GLUT4 conduce a una disminucion de la sensibilidad a la
insulina, mientras que la sobreexpresion de GLUT4 en ratones resistentes a la
insulina restaura esta sensibilidad. La desmetilacion de este gen puede ser
importante para la expresion de GLUT4 durante la adipogénesis (%6, Por otro lado,
un estudio realizado en mujeres y hombres polinesios con obesidad mérbida (44
kg/m? se observé que la resistencia a la insulina causé la hipometilacion del
promotor GLUT4, probablemente debido a que un estilo sedentario en personas con
DTM2 u obesidad contribuye a la fisiopatologia del musculo esquelético provocando
estrés oxidante incrementa triglicéridos intramusculares, metabolitos lipidicos y
resistencia a la insulina, lo cual inhibe la transduccion de la sefial de insulina a través
de la via fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K) que desencadena la translocacion del
GLUT4 [67],

La determinacién del estado nutricional tiene una estrecha relacion con el estado de
salud por lo que resulta de suma importancia contar con herramientas que permitan
al profesional de la nutriologia identificar oportunamente a los sujetos o a las
poblaciones que no sélo presenten un estado de nutricién alterado, sino que

identifique a las personas que se encuentren en riesgo (8],
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2. JUSTIFICACION

El perfil de salud de Morelos exhibe una clara tendencia hacia las enfermedades
cronicas no transmisibles, especialmente la diabetes mellitus tipo 2. La DMT2 es el
resultado de la interaccion de mudultiples factores de riesgo de indole genética,
epigenética, ambiental y de estilo de vida, que tiene como principal regulador la
interaccidn nutriente-gen. Los factores nutricionales son importantes en la
patogénesis de la DMT2 porgue modulan la expresion de genes implicados en las
vias metabdlicas relacionadas, en la proteccion de células B contra la
glucolipotoxicidad, en la inflamacion y el estrés oxidante todo ello regulado mediante
modificaciones epigenéticas a lo largo de la vida, lo cual puede definir un riesgo
individual de la DMT2. Especificamente, se puede dar pie a un riesgo epigenético
indicado por la modificacion de los patrones de metilacion de genes clave que
pueden aumentar el riesgo para desarrollar DMT2.

De acuerdo con los pronosticos de salud a corto plazo, la incidencia y la mortalidad
de dicha enfermedad aumentaran debido a la mayor exposicién de los factores de
riesgo de los nifios y adolescentes, por lo que es de suma importancia realizar
estudios en los que se determine el riesgo epigenético de una poblaciéon para
desarrollar diabetes mellitus tipo 2 de acuerdo a sus caracteristicas tanto genéticas
como nutricionales, para poder asi acercarnos a un cribado personalizado de este
padecimiento y brindar informacion a considerar en las acciones futuras de
prevencion mediante el diagndstico precoz y el tratamiento oportuno de esta
enfermedad, por tanto, considerar a la epigenética en las acciones de prevencion,
de desarrollo y en el tratamiento de la DMT2. En el presente estudio se pretende
determinar el riesgo epigenético de una muestra de adolescentes de Huitzilac
mediante la deteccion de los patrones de metilacion del DNA de riesgo de diabetes
mellitus tipo 2 de los genes biomarcadores INS, IRS1, GLUT4 y su relacion con los
indicadores nutricionales. Se realiz6 una colaboracion con la Facultad de
Enfermeria, Facultad de Farmacia y se pidio el consentimiento de las autoridades
de la secundaria técnica #16 de Huitzilac para participar en la “Valoracion de la salud
en adolescentes estudiantes de secundaria en Huitzilac, Morelos” con el fin de
analizar el aspecto epigenético de esta evaluacion.
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3. HIPOTESIS

Existe una relacion entre los patrones de metilacion de riesgo de diabetes mellitus
tipo 2 de los genes biomarcadores INS, IRS1, GLUT4 y los indicadores nutricionales
en una muestra de adolescentes de Huitzilac, Morelos.
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4. OBJETIVOS.
4.1 Objetivo general.

Determinar los patrones de metilacion de los genes biomarcadores INS, IRS1,
GLUT4 y su relacion con los indicadores nutricionales de una muestra de
adolescentes de la secundaria técnica # 16 de Huitzilac, Morelos.
4.2 Objetivos especificos.
I. Determinar las variables sociodemogréaficas, antropométricas, bioquimicas,
clinicas y dietéticas de los adolescentes incluidos en el estudio.
II. Determinar los patrones de metilacion de los genes INS, IRS1 y GLUT4 de
los adolescentes participantes.
lll. Establecer si existe una relacién entre los patrones de metilacién de los
genes INS, IRS1, GLUT4 y los indicadores nutricionales de la muestra de

adolescentes de estudio.
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5. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

5.1 Disefo de estudio.

El presente proyecto es un estudio transversal analitico, el cual forma parte del
proyecto “Valoracion de la salud integral de los estudiantes inscritos de la
secundaria técnica #16 de Huitzilac, Morelos” en el que participaron la Facultad de
Enfermeria, la Facultad de Farmacia y la Facultad de Nutricion de la Universidad
Autonoma del Estado de Morelos.

En el proyecto “Valoracién de la salud integral de los estudiantes inscritos de la
secundaria técnica #16 de Huitzilac, Morelos” se realiz6 una evaluaciéon de la salud
de los adolescentes participantes y se efectuaron 2 encuestas con el fin de
identificar padecimientos, estilos de vida y factores de riesgo de las enfermedades
cronico no transmisibles (diabetes mellitus tipo 2, hipertension arterial, sobrepeso y
obesidad). Con base en la informacion seleccionada perteneciente al proyecto
“Valoracion de la salud integral de los estudiantes inscritos de la secundaria técnica
#16 de Huitzilac, Morelos” el enfoque de la presente tesis es el riesgo epigenético
de la diabetes mellitus tipo 2 de una muestra de adolescentes de Huitzilac, Morelos.
5.2 Universo de trabajo y muestra

La poblacion de estudio estuvo conformada por estudiantes de ambos sexos con un
periodo de edad comprendido entre 12 y 16 afios, inscritos en la secundaria técnica
# 16 de Huitzilac del estado de Morelos. Inicialmente se invitd a participar a toda la
poblacién estudiantil compuesta por aproximadamente 235 estudiantes, de los
cuales 188 adolescentes aceptaron participar y contaron con el consentimiento
firmado por escrito sus padres o tutores. Sin embargo, se excluyeron 36 estudiantes
de ellos debido a su negativa a la donacion de una muestra sanguinea por
duplicado. Por lo tanto, la poblacion de estudio se redujo a 152 estudiantes a los
cuales se aplicaron mediciones antropomeétricas y el efectud el indice de masa
corporal de acuerdo con la edad (IMCE). La seleccidon de la muestra fue realizada
con base en los resultados de este indice, se observé que la mayoria de los
estudiantes se encontraron en condiciones de normalidad, no obstante, el 27.6%
fue clasificado con sobrepeso, seguido por el 7.2% ubicado en el nivel de obesidad

y por el 6.6% de la poblacion estudiantil que present6 desnutricion. (Tabla 3).
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Tabla 3. Composicion corporal segun indice de masa corporal de acuerdo con la
edad (IMCE) y sexo de la poblacion estudiantil participante de la secundaria técnica
# 16 de Huitzilac.

Clasificacion del IMCE Total Hombres Mujeres Valor p

n=152 (100%) n=75(49.3%) n=77 (50.7%) O¢ &€

Normalidad 89 (58.6) 39 (25.7) 50 (32.9) 0.106
Desnutricion 10 (6.6) 7 (4.6) 3(2.0) 0.176
Sobrepeso 42 (27.6) 24 (15.8) 18 (11.8) 0.235
Obesidad 11 (7.2) 5(3.3) 6(3.9) 0.789

Prueba exacta de Fisher.

Debido a que a la muestra de estudio seleccionada se aplicaria pareamiento por las
variables sexo, edad y las cuatro categorias del IMCE (desnutricién, normalidad,
sobrepeso y obesidad), se observé el menor nimero de individuos que constituyen
cada categoria del IMCE, siendo el grupo de desnutricion el mas pequefio donde se
hallaron solamente 10 individuos. Por lo tanto, con base en este ndimero de
estudiantes se parearon las otras tres categorias del IMCE considerando el sexo y
la edad, haciendo un total de 40 adolescentes elegibles tanto para la valoracion

nutricional como el andlisis epigenético. (Figura 3).
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Estudiantes de la secundaria
técnica # 16 de Huitzilac, Morelos.

N=235

Estudiantes que aceptaron
participar en el estudio.

n=188

Exclusion n=36

v e Negacion de donacion de muestra
sanguinea.

Estudiantes donadores de muestra
sanguinea.

n=152

Estudiantes no elegibles n= 116

eSe encontraron solamente 10
individuos con desnutricion para
parear con los otros tres estados
de composicién corporal.

Pareamiento por sexo, edad vy
clasificacion del IMCE: n=40

e Desnutricién: 10
e Normalidad: 10
e Sobrepeso: 10
e Obesidad: 10

Estudiantes elegibles para
analisis epigenético y evaluacion
nutricional.

n=40

Figura 3. Esquema de la seleccion de muestra de estudio.

La muestra de estudio estd compuesta por 28 hombres y 12 mujeres, la media de
edad corresponde a 14+0.9 aflos y 13+1 afios respectivamente. Considerando solo
la media del peso de ambos grupos, la cual corresponde a 58.15 kg en el grupo de
hombres y 53.19 kg en el grupo de mujeres, se encuentran dentro de la normalidad

para la media de la edad y la media de la talla. (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas de los sujetos que componen la muestra de estudio.

Sexo Frecuencia Edad Peso Talla
n (anos) (kg) (m)
Media = SD Media = SD Media = SD
Hombre 28 14 +0.90 58.15 +12.52 1.64 +0.76
Mujer 12 13 +1.0 53.19 +15.93 1.56 +0.63

5.3 Encuestas y cuestionarios.
Se aplicaron dos encuestas elaboradas y evaluadas por un grupo de expertos, las

cuales se han aplicado durante 3 afios consecutivos en la secundaria técnica # 16
de Huitzilac, tiempo durante el cual sujetos parecidos a nuestra poblacion de estudio
han aportado retroalimentacion sobre las preguntas formuladas para poder describir
de manera mas certera el estilo de vida e identificar los principales problemas de
salud que afectan a la poblacién estudiantil de Huitzilac. La primera encuesta estuvo
compuesta por 28 preguntas sobre percepcion corporal, ginecologia, presion
arterial, condiciones de la muestra sanguinea, actividad fisica, antropometria y
consumo de liquidos. La segunda encuesta consistio en 123 preguntas de opcién
multiple distribuidas en siete apartados: datos sociodemograficos, sexualidad,
métodos anticonceptivos, embarazo, consumo de tabaco, consumo de alcohol,
alimentacion, actividad fisica y antecedentes patolégicos familiares. El apartado de
alimentacion es de especial interés para este proyecto, el cual incluye un
cuestionario semicuantitativo de frecuencia de consumo mensual de los alimentos
y bebidas disponibles en Huitzilac. El cuestionario comprende 28 preguntas sobre
la frecuencia de consumo de alimentos y bebidas con 4 opciones de respuesta a
escoger: “Nunca”, “Al menos una vez al mes”, “Al menos una vez a la semana” y
“Diariamente”. Este cuestionario fue acotado en el numero de alimentos y bebidas
a preguntar por fines de practicidad, para la facil y rapida respuesta de los
adolescentes. La frecuencia de consumo de alimentos esta basada en la

clasificacion de alimentos del Sistema Mexicano de Alimentos Equivalentes 69,
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5.4 Desarrollo del proyecto
El periodo de levantamiento de la informacion fue de abril a junio del 2016.
Previamente se realizaron reuniones informativas con la direccion de la escuela y
los padres de familia de los adolescentes inscritos en la secundaria técnica #16 de
Huitzilac. Se obtuvo la autorizacion de la direccion de la escuela para realizar dicho
proyecto y los padres o tutores legales de los adolescentes que estuvieron de
acuerdo en permitir la participaciéon de su hijo/hija firmaron los consentimientos
informados (Anexo 2). Cabe mencionar que no se incluyeron a los estudiantes que
no accedieron a donar una muestra sanguinea, que se negaron a la toma de
mediciones antropométricas o no desearon participar en el proyecto en general
independientemente de la autorizacion dada por sus padres o tutor legal,
respetando asi su libre decisién y sus derechos.
Primeramente, los estudiantes de enfermeria y de nutricién fuimos instruidos sobre
la correcta medicion de la antropometria establecida con el propésito de
estandarizar las técnicas de medicion antropométrica. Posteriormente, la primera
accion a realizar con los adolescentes participantes fue la medicién de la presién
arterial para evitar sesgos en la misma, ya que los adolescentes podrian asustarse
al momento de la extraccion de la muestra sanguinea alterando asi los valores de
la presion arterial. Los estudiantes de enfermeria midieron la presion arterial de los
adolescentes participantes con un baumanometro manual marca Welch Allyn.
Enseguida, los estudiantes de enfermeria y de nutricién realizamos la toma de las
siguientes mediciones antropométricas:
e Talla: utilizando un estadidmetro de pared (Marca SECA ADE), el cual fue
colocado en una pared lisa sin bordes.
e Peso: se utilizé una bascula digital electronica (Marca Omron Modelo HBF-
4001INT, USA), (rango 0.1-150 kg) de 100 gramos de precision.
e Perimetro de cintura: mediante una cinta métrica (Marca SECA Modelo 201)
(rango 0-205 cm) de 1 milimetro de precision.
Después, la extraccién de una muestra sanguinea de los adolescentes participantes
fue realizada por algunos estudiantes de enfermeria y nutricion. Cabe mencionar

que los estudiantes participantes fueron citados en condiciones de ayuno de 8 horas
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previo a la donacion de una muestra sanguinea. Se extrajeron 5 mL de sangre por
puncion venosa por duplicado recolectadas en dos tubos S-Monovette, Sarstedt,
una muestra fue entregada a la Facultad de Farmacia para la realizacion de la
biometria hematica y la otra muestra fue entregada a la Facultad de Nutricion para
llevar a cabo la extraccion del DNA. Finalmente, los adolescentes contestaron las
encuestas concluyendo asi su participacion en el proyecto.

Se obtuvieron 149 muestras sanguineas viables para el examen bioquimico: la
biometria hematica. Los resultados de esta prueba bioquimica fueron interpretados
por un médico especialista. Cabe mencionar que 12 adolescentes recibieron un
diagnéstico negativo de este examen, por ello fueron contactados por intermediario
escolar, quién les dio a conocer su diagnéstico médico y les entregd el plan de
alimentacion que elaboré acorde a sus caracteristicas personales.

En cuanto a la evaluacion de las mediciones antropométricas, los datos de la talla
fueron comparados con las tablas de talla para la edad por puntaje Z de la OMS del
2007 "1, la interpretacion se realiz6 obedeciendo los lineamientos establecidos por
la OMS en 2008 "2, en donde se indica una talla normal si el valor de la misma se
encuentra entre +3 a -2 desviaciones estandar (SD), se considera una talla muy alta
si el valor se ubica a >+3 SD, se indica talla baja si la medicién es <-2 SD y se
determina talla baja severa si el valor se encuentra a <-3 SD. Los datos del
perimetro de cintura se compararon con las tablas percentilares del perimetro de
cintura de acuerdo con la edad, los resultados mayores al percentil 90 indican riesgo
cardiovascular ["3l. Con base en las mediciones de la talla y el peso se determinaron
el indice de masa corporal de acuerdo con la edad (IMCE) por férmula de Quetelet
y el indice cintura-talla (PcT) por formula de Maffeis y cols 4. Los resultados del
IMCE fueron interpretados segun los lineamientos de la NORMA Oficial Mexicana
NOM-047-SSA2-2015, Para la atencién a la salud del Grupo Etario de 10 a 19 afios
de edad ["®, donde se establece desnutricion si el valor del IMCE es menor a -2 SD,
sobrepeso si el IMCE es mayor a +1 SD y obesidad cuando el IMCE es mayor a +2
SD. El riesgo cardiometabolico y la obesidad central fueron determinado por los

puntos de corte del PcT de Maffeis y colaboradores del 2008 [74],
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De acuerdo con los resultados de la biometria hematica se efectu6 el recuento total
de linfocitos en sangre, indicador inmunologico atil en la valoracion de deplecion
muscular, los puntos de corte son:

e Deplecion leve si su valor se ubica entre 1,200 a 2,000 mm?3,

e Deplecién moderada entre 800 a 1 200 mm?.

e Deplecién severa si el valor es menor a 800 mms3 [76],
Por otro lado, los valores de la presion arterial fueron comparados con las tablas
percentilares de la US Department of Health and Human Services, National
Institutes of Health, National Heart, Lung, and Blood Institute, National High Blood
Pressure Education Program, 2005. Sin embargo, debido a que la medicién de la
presion arterial fue medida una sola vez, no se puede establecer un diagndstico de
hipertension, pero se puede sefialar el riesgo de prehipertension arterial si la
medicién es igual o mayor a 120/80 mmHg 771,
Respecto al apartado dietético de la encuesta, se revisaron los resultados de las
preguntas sobre frecuencia de consumo de alimentos de los grupos: verduras y
frutas, cereales, leguminosas, alimentos de origen animal, lacteos, azlcares,
ingesta de alcohol, ingesta de agua al dia y consumo de refresco en el dia anterior
a la aplicacion de la encuesta. También se calculd el consumo de azlcar en gramos
proveniente de las raciones de refresco consumidas el dia anterior utilizando el
sistema mexicano de alimentos equivalentes %9, y el resultado se compar6 con la
recomendacion de azlcares libres establecida por la OMS [78], la cual sugiere que
el consumo debe limitarse al 10% de la ingesta caldrica total, esto representa
aproximadamente 50 g de azUcar.
Por otra parte, a causa del enfoque de la presente tesis se seleccionaron las
variables sociodemograficas, antropométricas, bioquimicas, clinicas y dietéticas a
utilizar.
5.4.1 Variables sociodemogréficas de estudio.
Las variables sociodemogréficas seleccionadas fueron aquéllas que permiten
describir la poblacion de estudio y las variables que han sido reportadas como
factores de riesgo de diabetes mellitus tipo 2: edad, sexo, grado escolar, forma de

nacimiento, alimentacion de primera infancia, antecedentes familiares de diabetes
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mellitus tipo 2, de obesidad, de hipertension arterial, de cardiopatias, padres que
fuman en presencia del adolescente, adolescentes que fuman y los dias que
fumaron en los ultimos 30 dias. Asimismo, se tuvo en cuenta las preguntas sobre la
realizacion, tipo, frecuencia y duracion de actividad fisica. De acuerdo con la
recomendacion de actividad fisica para individuos de 5 a 17 afios de la OMS, se
clasific6 como individuos fisicamente activos a los sujetos que realizaron actividad
fisica por lo menos 3 dias de la semana o mas, con una duracién de la actividad
fisica igual o mayor a una hora 9.

5.4.2 Indicadores nutricionales de estudio.

Conocer si el individuo se encuentra en condiciones Optimas de salud requiere de
una evaluacion integral mediante una serie de métodos llamados ABCD para su
valoracion, es decir, a través de indicadores antropométricos, bioquimicos, clinicos
y dietéticos ", Los indicadores nutricionales obtenidos de los adolescentes
participantes en este estudio son:

e Indicadores antropométricos: talla de acuerdo con la edad, perimetro de
cintura de acuerdo con la edad, indice de masa corporal de acuerdo con la
edad e indice cintura-talla.

e Indicadores bioquimicos: referentes a la biometria hematica, hemoglobina,
hematocrito, recuento de glébulos rojos, volumen corpuscular medio,
cantidad de hemoglobina por glébulo rojo, concentracion de hemoglobina
corpuscular media, leucocitos, porcentaje de neutréfilos, porcentaje de
linfocitos, porcentaje de monocitos y recuento total de linfocitos en sangre.

e Indicadores clinicos: presion arterial.

e Indicadores dietéticos: frecuencia de consumo de alimentos y bebidas.

5.4.3 Determinacion de los patrones de metilacion de los genes INS,
IRS1y GLUTA4.
5.4.3.1 Aislamiento de DNA.

Una muestra sanguinea de aproximadamente 5 mL de cada estudiante participante
fue entregada a la Facultad de Nutricion para realizar la extraccion del DNA
gendmico de leucocitos de sangre periférica usando el procedimiento estandar de

separacion por salinizacion de Lahiri And Nurnberger, 1991 [9, Este método
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consiste en aislar y purificar el DNA basandose en las caracteristicas fisicoquimicas
de la molécula. Una vez extraido el DNA, se realizo electroforesis de gel de agarosa
con objeto de comprobar su integridad y se prosiguio con la cuantificacion de acidos
nucleicos por espectrofotometria.

5.4.3.2 Electroforesis de gel de agarosa.

Se realizo la electroforesis de gel de agarosa para observar la integridad del DNA
obtenido. La electroforesis de gel de agarosa es de las técnicas mas utilizadas para
analizar y caracterizar acidos nucleicos de distintas procedencias. Dicho método
consiste en la migracion de una particula debido a su tamafio y a la influencia de un
campo eléctrico, por ejemplo, los acidos nucleicos poseen iones, tienen carga
negativa debido a sus grupos fosfato, por lo tanto, migraran hacia el polo positivo,
es decir, el anodo, cuando se aplique un voltaje a través de los electrodos. Asi, las
moléculas de DNA de diferente tamafio van a emigrar distintas distancias en una
electroforesis de gel de agarosa, permitiendo conocer el tamafio aproximado del
fragmento de DNA en estudio, una vez que se haya aplicado previamente un
marcador de peso molecular con el que las bandas formadas puedan ser
comparadas. Por otro lado, los geles se comportan como un tamiz molecular y
permiten separar moléculas cargadas en funcién de su tamafio y forma. Una ventaja
que posee la agarosa sobre la acrilamida es que permite el andlisis de acidos
nucleicos con pesos moleculares muy variados. En este caso en particular, a los
geles de agarosa, se le aflade bromuro de etidio, sustancia que se intercala entre
las bases del DNA y emite fluorescencia cuando se ilumina con luz ultravioleta,
consecuentemente se visualizara en el gel bandas correspondientes a las muestras
de DNA aplicado y al marcador de peso molecular. Debemos interpretar como DNA
integré, una banda estrecha a la altura de la banda del marcador con el peso
molecular de interés. Si esta fragmentado se observara una banda de mas de un
cm de ancho o un sendero luminoso en el carril de muestra. El DNA fragmentado
dificulta la amplificacion de secuencias de alto peso molecular y afecta la
reproducibilidad de las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos. La mayoria
de las muestras de DNA tuvieron una integridad adecuada, lo que aumenta la
probabilidad de que en estas cadenas de DNA se encuentren las secuencias de los
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genes de interés, por ende, los oligonucledtidos disefiados puedan amplificar estas
secuencias.

5.4.3.3 Espectrofotometria por Nanodrop.

Las muestras de DNA fueron cuantificadas por espectrofotometria UV mediante
NanoDrop 2000c Thermo Scientific para determinar la concentracion de DNA y las
impurezas proteicas. Esta técnica nos permite confirmar que contamos con cantidad
suficiente de acidos nucleicos (DNA) de calidad adecuada antes de llevar a cabo
ensayos de MSPCR. El fundamento de este método se basa en la ley de Beer-
Lambert que indica que la concentracién de molecular de una solucion puede ser
calculada segun la longitud de onda de luz absorbida por las moléculas disueltas.
El DNA absorbe la luz ultravioleta a 260 nm esto permite estimar su concentracion
en nanogramos/microlitro (ng/puL) mediante la espectrofotometria utilizando el
espectrofotometro Nanodrop 2000c el cual utiliza un software asociado al equipo
gue permite la medicién de la concentracion, pureza y contaminacion del DNA por
proteinas. La concentracion de &cidos nucleicos se realiza a 260 nm, la
concentracion de proteinas a 280 nm, la estimacion de la pureza de DNA se realiza
usando la proporcion de la absorbancia a 260/280 nm donde la proporcién de 1.8
es aceptada como DNA puro, valores menores indican presencia de proteinas.
Asimismo, después del tratamiento con bisulfito de sodio, se realiza una segunda
valoracién de la pureza de DNA usando la relacion 260/230, los resultados
aceptados son valores mayores de 1.8, los valores menores a esta cifra indica la
presencia de contaminantes bien sea carbohidratos o fenol [81, En general, nuestras
muestras de DNA son de calidad adecuada y se encuentran en cantidad suficiente.
5.4.3.4 Tratamiento de DNA con bisulfito de sodio.

La determinacién de los patrones de metilacién de los genes biomarcadores de
estudio fue realizada en el laboratorio C-242 del Departamento de Medicina
Genomica y Toxicologia Ambiental del Instituto de Investigaciones Biomédicas de
la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).

Una vez que se evallo el tamafio, la integridad, la concentracion y la pureza del
DNA de estudio, se continuo con el tratamiento con bisulfito de sodio con el Kit EZ

DNA Methylation KIT (ZIMO), el cual se realizo siguiendo el protocolo del fabricante.
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Este método es el estandar de oro para el analisis de metilacion del DNA y se basa
en la conversion quimica selectiva de las citosinas no metiladas a uracilo en
presencia de bisulfito de sodio, mientras que las bases de 5-metilcitosina no
cambian permitiendo retener estas marcas en la secuencia del gen. La reaccién con
bisulfito comprende una etapa de desaminacion y una etapa de des-sulfonacion que
pueden llevarse a cabo por separado o simultaneamente.

5.4.3.5 Methylation-specific PCR (MSPCR)

La determinacion de la metilacion del promotor de los tres genes se efectu6 por
medio de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en un termociclador Rapid
Cycler de Idaho Technolody. Se realiz6 una PCR especial, la Methylation-specific
PCR (MSPCR) por medio de la cual se puede detectar la metilacion del promotor
en islas CpG a partir de DNA tratado con bisulfito de sodio. La capacidad de MSPCR
para diferenciar la citosina metilada de la no metilada depende del tratamiento con
bisulfito de sodio de la secuencia del DNA de interés, que retiene las marcas de
metilacion de las citocinas para su posterior amplificacion mediante PCR utilizando
conjuntos de oligonucleétidos complementarios a los alelos anteriormente metilados
o no metilados. EI DNA tratado con bisulfito de sodio se amplifica con
oligonucledtidos o primers especificos para citosinas no metiladas (U-T) y
oligonucledtidos especificos para citosinas metiladas (C-G). Gracias a esta
distincion de la amplificacion por MSPCR, se puede lograr una sensibilidad
extraordinaria (tipicamente a un nivel de deteccion del 0.1% de los alelos) mientras
se mantiene la especificidad. Los resultados se obtienen inmediatamente después
de la amplificacion por este tipo de PCR, para ello se corren los productos
amplificados mediante la electroforesis de gel de agarosa.

Por lo tanto, fue indispensable disefiar los oligonucledtidos especificos para las
secuencias de DNA metiladas y no metiladas de los genes INS, IRS1 y GLUT4
mediante la base de datos Genome Browser on Human Dec 2013 y el software
Methyl Primer Express v1.0 82, Las condiciones de la PCR para los tres genes
fueron estandarizadas utilizando DNA comercial metilado y no metilado a diferentes
temperaturas de elongacion, partiendo de las temperaturas sugeridas por el
fabricante. Las condiciones del PCR escogidas fueron las que amplificaron la
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secuencia del gen con oligonucleétidos metilados y no metilados, obteniendo un
fragmento con una longitud aproximada a la especificada segun el gen. (Tabla 5).
Las secuencias de los genes INS, IRS1 y GLUT4 fueron verificadas por medio de la
secuenciacion del fragmento amplificado por PCR, utilizando un secuenciador
capilar ABI 310 en el Instituto de Investigaciones Biomédicas.

Posteriormente, se corrieron los productos del PCR en un gel de agarosa al 3% a
100 voltios durante 30 minutos, después se expuso con bromuro de etidio durante
15 minutos y se captur6 la foto digital del gel. En la figura 4, se muestra un ejemplo
de la amplificacién de 3 muestras con los primers metilado y no metilado para el gen
GLUTA4.

Marcador Muestras de DNA amplificadas con primers para el gen GLUT4

de peso Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
molecular Metilados No metilados Metilados No metilados Metilados No metilados

Pb Pb

200
100

128

Figura 4 Gel de agarosa con muestras amplificadas por PCR con primers metilados
y no metilados para el gen GLUT4.
Pb, pares de bases; DNA, &cido desoxirribonucleico; GLUT4, Transportador de

Glucosa Tipo 4; PCR, Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

47



Tabla 5. Secuencias y condiciones de amplificacion por PCR de los primers

metilados y no metilados de los genes INS, IRS1 y GLUTA4.

Gen Primer Longitud Condiciones del PCR  Ciclos
Secuencia 5-3° pb
INS Methylated Forward 126 Inicio: 40
5'GGAGTTTGGCGTTAGTATAGTAC 3' 5 minutos a 95°C
Methylated Reverse Desnaturalizacion:
5'CACTATTATTTCTAACCTCGACCG 3 30 segundos a 95°C
Unmethylated Forward Alineamiento:
5'GGGGAGTTTGGTGTTAGTATAGTAT 3' 30 segundos a 61°C
Unmethylated Reverse Extension:
5'CCACTATTATTTCTAACCTCAACCA 3 60 segundos a 72°C
Elongacion final:
5 minutos a 72°C
IRS1 Methylated Forward 129 Inicio: 40
5'GAACGTGGTTTCGTAGTAAATC 3' 5 minutos a 95°C
Methylated Reverse Desnaturalizacion:
5'CACGAACGAAAACCGAAAA 3 30 segundos a 95°C
Unmethylated Forward Alineamiento:
5'AAGGAATGTGGTTTTGTAGTAAATT 3' 30 segundos a 61°C
Unmethylated Reverse Extension:
5'ACCCACAAACAAAAACCAAAAA 3 60 segundos a 72°C
Elongacioén final:
5 minutos a 72°C
GLUT4 Methylated Forward 128 Inicio: 40

5' ACGTTATTTCGGGATTTTC 3'
Methylated Reverse
5'CGACGACATCTCGTCTTAAAAAA 3
Unmethylated Forward
5'GTATGTTATTTTGGGATTTTT 3
Unmethylated Reverse
5'CCCAACAACATCTCATCTTAAAAAA 3

5 minutos a 95°C
Desnaturalizacion:
30 segundos a 95°C
Alineamiento:

30 segundos a 59°C
Extension:

60 segundos a 72°C
Elongacioén final:

5 minutos a 72°C.
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Después de obtener las imagenes digitales de los geles de agarosa en que se
corrieron los productos del PCR continuamos con la determinacion de a intensidad
de las bandas mediante el programa IMAGE J, para estimar el porcentaje de
metilacion de las bandas metilada y no metilada de cada muestra para los tres
genes.
Posteriormente, los patrones de metilacion (hipometilacion, normalidad e
hipermetilacion) fueron definidos para los tres genes de estudio. Los puntos de corte
de los patrones de metilacion de los genes de estudio fueron determinados
mediante los percentiles de los porcentajes de metilacion obtenidos, por lo que son
especificos para la poblacion participante, los cuales son definidos de la siguiente
manera:

e Patrén normal de metilacion: porcentaje de metilacion igual o mayor al

percentil 25 y menor o igual al percentil 75.

e Patrdon de hipometilacién: porcentaje de metilacion menor al percentil 25.

e Patrdon de hipermetilacion: porcentaje de metilacion mayor al percentil 75.
A continuacion, se muestra el porcentaje de metilacion de los tres genes de acuerdo

con los puntos de corte de los patrones de metilacion. (Tablas 6).

Tabla 6. Puntos de corte de los patrones de metilacién de los genes INS, IRS1 y

GLUT4 de la muestra de estudio.

Gen Patréon normal de Patron de Patron de
metilacion hipometilacién hipermetilacion
(%) (%) (%)
INS 51-58 <51 >58
IRS1 43.5-49.5 <43.5 >49.5
GLUT4 45.5-51 <45.5 >51

5.5 Disefo del andlisis estadistico.
Para el andlisis de datos se utilizé el programa Stata versién 14 y para graficar las
medias de los porcentajes de metilacion de los tres genes segun la clasificacion del

IMCE de la muestra de estudio se empled el programa R 3.5.0.
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Se efectuaron la frecuencia absoluta y frecuencia relativa expresado en porcentaje
de todas las variables seleccionadas con el propésito de describir la muestra de
estudio (n=40) y obtener la prevalencia del suceso de interés. Se aplicé una prueba
de normalidad de Shapiro-Wilk a las variables cuantitativas debido a que la muestra
de estudio estd compuesta por menos de 50 integrantes, se observéd que solamente
el porcentaje de metilacion de INS sigue la distribucion normal de la curva, por lo
qgue se aplicaran las pruebas no paramétricas. Se aplico el test exacto de Fisher a
las variables sociodemograficas, antropométricas, bioquimicas, clinicas y dietéticas,
las cuales fueron estratificadas como variables dicotdbmicas en una tabla de
contingencia, presentando la frecuencia absoluta y los porcentajes distribuidos por
sexo para examinar la significacion de la asociacidon, utilizando esta prueba
estadistica debido a que los valores esperados en la mayoria de las celdas son
menores a 5. Cabe mencionar que la frecuencia de consumo del grupo de verduras
y frutas, fue estratificada como consumo diario y consumo mensual acatando la
recomendacion de consumo de este grupo segun la OMS.

Por otro lado, se calculd la prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon entre las variables
dicotébmicas ordinales de indole sociodemografica, antropométrica, bioquimica,
clinica y dietética con respecto al porcentaje de metilacién de los genes INS, IRS1
y GLUT4, para comparar las medianas de metilacion de los dos grupos de
adolescentes con ciertas caracteristicas. También se efectud la prueba de hipotesis
de Kruskall-Wallis entre las variables politbmicas ordinales de indole
sociodemogréfica, antropométrica, bioquimica, clinica, dietética y el porcentaje de
metilacion de los genes INS, IRS1, GLUT4, con el propdésito de determinar si
diferencias estadisticamente significativas entre las medianas. Se escogié esta
prueba porque la distribucion de las variables dependientes no asume normalidad
segun el test de Shapiro-Wilk y las variables independientes no cumplen con los
supuestos de homocedasticidad segun la prueba de Bartlett.

Se efectud la razon de momios hablando en términos de Odd Ratio y no de riesgo
relativo, ya que se trata de un estudio transversal donde la frecuencia del evento de
interés en la muestra total es mayor al 30%, también, porgue la naturaleza inherente

del estudio no permite obtener el valor de la incidencia del evento de interés. Esta
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prueba estadistica fue efectuada utilizando el programa Stata porque hace uso de
la regresion logistica bivariada, siendo mas valido y sensible para determinar los
OR del patrén de metilacion de riesgo o no riesgo de DMT2 de los tres genes de
estudio (INS, IRS1 y GLUT4) y las variables dicotbmicas sociodemografica,
antropométricas, bioquimicas, clinicas y dietéticas de estudio.

Por ultimo, se utiliz6 el método de reduccion dimensional multifactorial (MDR)
realizado con el programa MDR 3.0.2. La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad
compleja por las multiples interacciones de factores genéticos, ambientales y
nutricionales que estan implicadas en su fisiopatologia, lo cual provoca que exprese
variabilidad fenotipica y que la dimensionalidad de las interacciones disminuya la
utilidad de las pruebas estadisticas paramétricas. Por lo tanto, este método esta
disefiado como una prueba no paramétrica enfocado a tamafios muestrales
pequefios, considerando que a medida que aumenta el numero de factores
genéticos, ambientales o nutricionales aumenta exponencialmente el nUmero de
posibles interacciones, por lo que los valores de las celdas de las tablas de
contingencia pueden ser menores a 5. El método MDR, determina las interacciones
gen-gen y gen-ambiente también conocida en términos estadisticos como epistasia,
permitiendo construir un modelo de riesgo aditivo que reduce la dimensién
multifactorial clasificando los genotipos en dos grupos de alto y de bajo riesgo. Por
lo tanto, se determiné el riesgo aditivo por las interacciones entre los patrones de
metilacion del DNA de los genes INS, IRS1, GLUT4 (normometilacién,
hipometilacién e hipermetilacion) y el IMCE (normalidad, desnutricién, sobrepeso y
obesidad). Para determinar el modelo de riesgo aditivo, las variables de los genes
fueron codificadas segun su patrén de metilacion, por ejemplo, en el caso de INS el
patrén de hipometilacion se codifico con el numero cero, el patrén de normalidad
con 1y la hipermetilacion como patrén de riesgo de DMT2 con el nUmero 2, mientras
gue para la variable del IMCE se codificaron los controles con el cero y los casos
con el 1, con el objeto de examinar las proporciones de los casos y controles de
cada una de las combinaciones de los patrones de metilacion de los genes de la
interaccion y finalmente, clasificarlos en dos categorias de riesgo alto o bajo. Este

método realiza una validacidén cruzada, la cual consiste en dividir inicialmente el
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conjunto de datos en 10 partes iguales y aplica la formula de n-1 partes, a fin de
establecer el modelo de clasificacion para cada uno de los modelos de interaccion
entre los patrones de metilacion de los genes, lo cual se repite n veces analizando
cada vez una parte distinta y dejando la ultima parte para la estimacion del error.
También, se calculan medidas de precision balanceada, utilizando el promedio entre
la sensibilidad y especificidad, para determinar el mejor modelo de cada orden. Por
otro lado, la validacion cruzada también es utilizada para efectuar la constancia de
validacion cruzada, la cual selecciona el mejor modelo del orden especificado como
aguel que tiene una mayor consistencia al ser escogido como mejor modelo un
mayor numero de veces en las n repeticiones de la validacion cruzada.
Posteriormente, se realiza una prueba de permutacion para evaluar si dicho modelo
es estadisticamente significativo. EI mejor modelo de cada orden ser& el que tenga
mayor precision y un valor de significacion (p<0.05). Posteriormente, el OR del
modelo de riesgo es determinado como de riesgo alto si se presenta una ratio entre
casos Yy controles igual o mayor que la ratio global de la muestra que catalogada
como casillas de riesgo alto. El OR del modelo de riesgo bajo se determina cuando
se tiene una ratio menor que la global de la muestra que catalogamos como riesgo
bajo. El analisis por MDR también reporta la entropia de la interaccion de los genes
mediante un dendograma de interaccion con el que visualizamos los efectos
principales y las interacciones simultaneamente.

6. RESULTADOS.

6.1 Sujetos de estudio.

La muestra de estudio esta integrada en su mayoria por hombres abarcando el 70%
de los adolescentes. Referente al grado escolar, observamos que la mayoria de los

integrantes cursaron el tercer afio escolar de secundaria. (Tabla 7). 4
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Tabla 7. Sexo y grado escolar de la muestra de estudio.

Variable sociodemografica n %
-Sexo

Mujeres 12 (30)
Hombres 28 (70)
-Grado escolar

Primero 13 (32.5)
Segundo 12 (30)
Tercero 15 (37.5)

6.2 Resultados de las variables sociodemograficas, antropométricas,
bioquimicas, clinicas y dietéticas segun sexo de la muestra de estudio.
Comenzando por las variables sociodemogréficas, se encontré una asociacion
significativa entre la forma de nacimiento y el sexo (p=0.038) (tabla 8), donde la
frecuencia de nacimiento por parto en los hombres de la muestra de estudio es
mayor a la frecuencia de las mujeres. Referente a estas variables, el 65.6% de la
muestra de adolescentes fue alimentado con leche materna de manera exclusiva
durante la primera infancia, la mayor frecuencia de adolescentes que tuvo este tipo
de alimentacién ocurriéo en el grupo de los hombres con el 53.1%, pero no se
encontrd diferencia significativa entre los dos grupos. Se observdé una mayor
frecuencia de hombres con antecedentes familiares de diabetes mellitus tipo 2 en
comparacion con las mujeres, sin alcanzar significancia estadistica siendo el valor
de p marginal (p=0.055) (tabla 8). Los adolescentes que reportaron fumar abarcan
el 20.5% de la muestra, siendo en su mayoria hombres. Del porcentaje de
adolescentes que fuma el 17.9% de ellos indico fumar un cigarro durante mas de un
dia en el dltimo mes. En cuanto a la recomendacion de actividad fisica para los
adolescentes segun la OMS, el 60% de los estudiantes participantes son
sedentarios. Del 40% de los adolescentes que cumplen con la recomendacion de
actividad fisica, el 35% son del sexo masculino y solo el 5% pertenecen al sexo

femenino, no obstante, estas asociaciones no tuvieron significancia estadistica. Los
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estudiantes que llegan a realizar algun tipo de actividad fisica por mas de una hora
independientemente de la frecuencia con la que sea realizada son el 65% de la
muestra de estudio, siendo en su mayoria hombres. Por otro lado, se encontré
diferencia estadisticamente significativa entre la frecuencia de actividad fisica y el
sexo de la muestra de estudio (p=0.041) (tabla 8). Los adolescentes que realizan
actividad fisica durante 3 o0 mas dias de la semana constituyen el 51.3% del total de
la muestra, siendo en su mayoria hombres quienes conforman el 43.6% del total en
comparacién con las mujeres donde solamente el 7.7% es mas activa.

En cuanto a las variables antropométricas, el 97.5% de los estudiantes que integran
la muestra tuvieron una talla para la edad normal sin diferencias estadisticas
significativas entre los grupos. Respecto al IMCE, las cifras de estudiantes
clasificados en cada categoria son iguales a causa del pareamiento antes
mencionado. Por otro lado, se obtuvo la estimacién del riesgo cardiovascular segun
el perimetro de cintura de acuerdo con la edad y se observo igual proporcion de
adolescentes con riesgo cardiovascular. En caso contrario, la proporcion de
adolescentes con riesgo cardiometabdlico segun el indice cintura-talla fue
ampliamente mayor en el grupo de hombres con una prevalencia del 25% contra el
7.5% de las mujeres con riesgo cardiometabdlico aumentado. También se
diagnostic6 obesidad central con base en este indice, los resultados mostraron la
misma proporcion de estudiantes con este padecimiento que la clasificacion del
IMCE.

Con respecto a las variables bioguimicas, fueron reportadas tres condiciones
especiales segun los indicadores de la biometria hematica: monocitosis, poliglobulia
y pancitopenia grave. Estas anomalias fueron diagnosticadas en cinco estudiantes,
la condicion mas grave fue la pancitopenia observada en una estudiante femenina.
Por otro parte, el 28.9% de los adolescentes tuvieron deplecidon muscular segun el
recuento de linfocitos totales en sangre, la proporcién fue mayor en el grupo de
hombres. Se observaron valores altos del recuento de globulos rojos en el 7.9% de

la muestra presentandose solamente en el grupo de mujeres.
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La presion arterial elevada fue detectada en el 22.5% de la muestra de estudio, el
grupo de hombres tuvo la mayor proporcion en comparacion con el grupo de
mujeres, sin embargo, esta diferencia no es estadisticamente significativa.
Respecto a los resultados de la encuesta frecuencia de consumo, los alimentos y
las bebidas de mayor frecuencia de consumo en ambos sexos son los siguientes
presentados en orden descendente y de frecuencia semanal: la tortilla, el arroz, la
leche, el agua de fruta, el refresco, el postre o pastel, los frijoles, el azucar, los
antojitos, las frituras, las lentejas y el café. Por otro lado, las frecuencias de consumo
de los alimentos y las bebidas del grupo de los hombres que se mostraron mas
bajas en comparacion con las mujeres son las siguientes: tuvieron una baja ingesta
de agua menor a un litro por dia y un bajo consumo de verduras crudas o cocidas.
En comparacion con la frecuencia de consumo de los alimentos y las bebidas de las
mujeres, los hombres tuvieron una mayor frecuencia de consumo de verduras
crudas, verduras de color verde, fruta, tortilla, arroz, pan blanco, pan integral,
antojitos, postre o pastel, frituras, frijoles, lentejas, carne de pollo, carne de res,
carne de cerdo, huevo, queso, leche, azicar, mole, agua de fruta, café, refresco y
bebidas alcohdlicas. En el grupo de los hombres los grupos de alimentos de mayor
frecuencia de consumo son los cereales con grasa, los azUcares sin grasa y los
azucares con grasa.

En cuanto a los resultados de la frecuencia de consumo de alimentos y bebidas del
grupo femenino, el consumo diario de salsa cruda fue mayor en las mujeres en
comparacion con el grupo de hombres, mostrando una asociacién estadisticamente
significativa entre estas variables (p=0.023) (tabla 8). El consumo diario de verduras
cocidas y salsa cocida es mayor en el grupo de mujeres que en el grupo de los
hombres, sin embargo, la asociacion entre estas variables no tiene significancia
estadistica. En el grupo de mujeres los grupos de alimentos mas habituales son los

cereales con grasa, las leguminosas y los azucares sin grasa.
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Tabla 8. Descripcion de la muestra de estudio por variables sociodemogréficas,

antropomeétricas, bioquimicas, clinicas y dietéticas segun sexo.

Variable Total Hombres Mujeres Valor p de
n (%) n (%) n (%) lae
Sociodemograficas
-Forma de nacimiento
Cesarea 13 (40.6) 7 (21.9) 6 (18.7) 0.038*
Parto 19 (59.4) 17 (53.1) 2 (6.3)
-Alimentacién de primera infancia
Lactancia materna y 11 (34.4) 7 (21.9) 4 (12.5) 0.397
formula lactea
Lactancia materna 21 (65.6) 17 (53.1) 4 (12.5)
exclusiva
-Antecedentes familiares de diabetes mellitus
Con antecedentes 13 (46.4) 11 (39.3) 2(7.1) 0.055
familiares de diabetes
mellitus
Sin antecedentes 15 (53.6) 7 (25) 8 (28.6)
familiares de diabetes
mellitus
-Fumadores
Fumadores 8 (20.5) 6 (15.4) 2(5.1) 1.000
No fumadores 31 (79.5) 22 (56.4) 9(23.1)
-Dias que fumaron un cigarro
Mas de un dia 7(17.9) 5(12.8) 2(5.1) 1.000
Ningun dia 32 (82.1) 23 (59) 9(23.1)
-Actividad fisica seguin recomendacion de la OMS para adolescentes
Sedentario 24 (60) 14 (35) 10 (25) 0.079
Fisicamente activo 16 (40) 14 (35) 2(5
-Tiempo de actividad fisica
<60 minutos 14 (35) 9 (22.5) 5(12.5) 0.720
= 60 minutos 26 (65) 19 (47.5) 7 (17.5)
-Frecuencia de actividad fisica
<2 dias 19 (48.7) 10 (25.6) 9(23.1) 0.041*
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Variable Total Hombres Mujeres Valor p de
n (%) n (%) n (%) lae

>3 dias 20 (51.3) 17 (43.6) 3(7.7)
Antropométricos
-Talla para la edad
Talla baja 1(2.5) 1(2.5) - 1.000
Normal 39 (97.5) 27 (67.5) 12 (30)
-Clasificacion del IMCE
Normalidad 10 (25) 7(17.5) 3(7.5)
Desnutricion 10 (25) 7(17.5) 3(7.5) 1.000
Sobrepeso 10 (25) 7(17.5) 3(7.5) 1.000
Obesidad 10 (25) 7(17.5) 3(7.5) 1.000
-Riesgo cardiovascular segun perimetro de cintura de acuerdo con la edad
Riesgo cardiovascular 6 (15) 3(7.5) 3 (7.5) 0.341
Sin riesgo cardiovascular 34 (85) 25 (62.5) 9 (22.5)
-Riesgo cardiometabdlico segun indice cintura-talla (PcT)
Riesgo cardiometabdlico 13 (32.5) 10 (25) 3(7.5) 0.716
aumentado
Sin riesgo 27 (67.5) 18 (45) 9 (22.5)
cardiometabdlico
-Obesidad central segun indice cintura-talla (PcT)
Obesidad central 10 (25) 7 (17.5) 3(7.5) 1.000
Sin obesidad central 30 (75) 21 (52.5) 9 (22.5)
Bioquimicos
-Observaciones médicas de la biometria hematica
Monocitosis 2 (5) 2 (5) - -
Poliglobulia. 2 (5) 2 (5) -
Pancitopenia grave 1(2.5) - 1(2.5)
Sin observaciones 35 (87.5) 23 (57.5) 12 (30)
-Deplecion muscular segun recuento de linfocitos totales en sangre
Deplecion muscular 11 (28.9) 7 (18.4) 4 (10.5) 0.714
Normal 27 (71.1) 19 (50) 8(21.1)
-Recuento de glébulos rojos (RBC)
Alto 3(7.9) - 3(7.9) -
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Variable Total Hombres Mujeres Valor p de
n (%) n (%) n (%) lae
Normal 35 (92.1) 26 (68.4) 9 (23.7)
Clinicos
-Presion arterial
Riesgo de prehipertensién 9 (22.5) 6 (15) 3 (7.5) 1.000
arterial
Sin riesgo de 31 (77.5) 22 (55) 9 (22.5)
prehipertension arterial
Dietéticos
-Ingesta de agua por dia
Menos de un litro 28 (70) 20 (50) 8 (20) 1.000
Mas de un litro 12 (30) 8 (20) 4 (10)
Grupo de verduras y frutas
-Consumo de verduras crudas
Mensual 27 (69.2) 19 (48.7) 8 (20.5) 1.000
Diario 12 (30.8) 8 (20.5) 4 (10.3)
-Consumo de verduras cocida
Mensual 30 (76.9) 23 (59) 7(17.9) 0.102
Diario 9(23.1) 4 (10.3) 5(12.8)
-Consumo de verduras verdes
Mensual 24 (61.5) 15 (38.5) 9(23.1) 0.305
Diario 15 (38.5) 12 (30.8) 3(7.7)
-Consumo de salsa cruda
Mensual 27 (69.2) 22 (56.4) 5(12.8) 0.023*
Diario 12 (30.8) 5(12.8) 7 (18)
-Consumo de salsa cocida
Mensual 27 (69.2) 20 (51.2) 7 (18) 0.455
Diario 12 (30.8) 7 (18) 5(12.8)
-Consumo de una pieza de fruta
Mensual 24 (61.5) 18 (46.1) 6 (15.4) 0.478
Diario 15 (38.5) 9(23.1) 6 (15.4)

Grupo de cereales

-Consumo de una pieza de tortilla
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Variable Total Hombres Mujeres Valor p de
n (%) n (%) n (%) lae

Mensual 7 (18.4) 6 (15.8) 1(2.6) 0.648
Semanal 31 (81.6) 21 (55.3) 10 (26.3)
-Consumo de una taza de arroz
Mensual 10 (25.6) 9 (23.0) 1(2.6) 0.231
Semanal 29 (74.4) 18 (46.2) 11 (28.2)
-Consumo de pan blanco
Semanal 11 (34.4) 7 (21.9) 4 (12.5) 0.703
Mensual 21 (65.6) 15 (46.9) 6 (18.7)
-Consumo de pan integral
Semanal 6 (19.4) 4 (12.9) 2 (6.5) 1.000
Mensual 25 (80.6) 17 (54.8) 8 (25.8)
-Consumo de antojitos
Semanal 22 (56.4) 16 (41.0) 6 (15.4) 0.730
Mensual 17 (43.6) 11 (28.2) 6 (15.4)
-Consumo de postre o rebanada de pastel
Semanal 24 (63.2) 15 (39.5) 9 (23.7) 0.160
Mensual 14 (36.8) 12 (31.5) 2 (5.3)
-Consumo de una taza de frituras
Semanal 22 (56.4) 15 (38.5) 7(17.9) 1.000
Mensual 17 (43.6) 12 (30.8) 5(12.8)
Grupo de leguminosas
-Consumo de una taza de frijoles
Mensual 15 (38.5) 13 (33.3) 2(5.1) 0.083
Semanal 24 (61.5) 14 (35.9) 10 (25.6)
-Consumo de una taza lentejas
Mensual 18 (46.2) 14 (35.9) 4 (10.3) 0.322
Semanal 21 (53.8) 13 (33.3) 8 (20.5)
Grupo de alimentos de origen animal
-Consumo de carne de pollo
Mensual 21 (65.6) 13 (40.6) 8 (25) 0.425
Semanal 11 (34.4) 9 (28.1) 2 (6.3)

-Consumo de carne de res
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Variable Total Hombres Mujeres Valor p de
n (%) n (%) n (%) lae

Mensual 25 (78.1) 17 (53.1) 8 (25) 1.000
Semanal 7 (21.9) 5 (15.6) 2 (6.3)
-Consumo de carne de cerdo
Mensual 24 (77.4) 16 (51.6) 8 (25.8) 1.000
Semanal 7 (22.6) 5(16.1) 2 (6.5)
-Consumo de huevo
Mensual 23 (71.9) 16 (50) 7 (21.9) 1.000
Semanal 9(28.1) 6 (18.7) 3(9.4)
Grupo de lacteos
-Consumo de queso
Mensual 26 (81.2) 18 (56.2) 8 (25) 1.000
Semanal 6 (18.8) 4 (12.5) 2 (6.3)
-Consumo de leche
Mensual 8 (25.8) 5(16.1) 3(9.7) 1.000
Semanal 23 (74.2) 16 (51.6) 7 (22.6)
Grupo de azucares
-Consumo de una cucharadita de azucar
Semanal 22 (57.9) 14 (36.8) 8 (21.1) 0.504
Mensual 16 (42.1) 12 (31.6) 4 (10.5)
-Consumo de un plato de mole
Semanal 15 (38.5) 11 (28.2) 4 (10.3) 0.734
Mensual 24 (61.5) 16 (41) 8 (20.5)
-Consumo de un vaso de agua de fruta
Semanal 26 (66.7) 17 (43.6) 9(23.1) 0.714
Mensual 13 (33.3) 10 (25.6) 3(7.7)
-Consumo de una taza de café
Mensual 18 (47.4) 12 (31.6) 6 (15.8) 1.000
Semanal 20 (52.6) 14 (36.8) 6 (15.8)
-Consumo de un vaso de refresco
Semanal 25 (65.8) 18 (47.4) 7(18.4) 1.000
Mensual 13 (34.2) 9 (23.7) 4 (10.5)

-Ingesta de azucar proveniente de refresco
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Variable Total Hombres Mujeres Valor p de

n (%) n (%) n (%) lae
>50 g. 10 (25) 6 (15) 4 (10) 0.451
<50 g. 30 (75) 22 (55) 8 (20)
Grupo bebidas alcohdlicas
-Ingesta de alcohol
Consume alcohol 12 (40) 9 (30) 3 (10) 0.704
No consume alcohol 18 (60) 12 (40) 6 (20)

Prueba exacta de Fisher.
Valor significativo: *p<0.05

6.3 Descripciéon de la muestra de estudio con base en las variables
sociodemograficas, antropomeétricas, bioquimicas, clinicas, dietéticas y
del porcentaje de metilacion de INS, IRS1, GLUT4
Los adolescentes que componen nuestra muestra de estudio tienen una edad
promedio de 13 afios, la edad minima de los individuos es de 12 afios y la edad
méaxima es de 15 afios. Referente a la actividad fisica, los adolescentes realizan
actividad fisica durante 88 minutos en promedio, habiendo jévenes que no suelen
hacer algun tipo de actividad fisica hasta individuos que realizan actividad fisica
durante 480 minutos al dia. Respecto a los resultados de los indicadores
antropomeétricos, la estatura promedio de los adolescentes es de 1.6 m lo cual se
encuentra dentro de los valores normales de talla para la edad, el peso promedio
es de 56.7 kg, el IMCE es de 21.5y el perimetro abdominal corresponde a 78.1 cm.
El indice cintura-talla promedio es de 0.48 lo cual significa que se encuentran dentro
del rango de normalidad y sin riesgo cardiovascular. Por otro lado, los valores
promedio de los indicadores de la biometria hematica se encuentran dentro de lo
normal. De igual modo, los valores de la presién arterial promedio se encuentran
dentro de la normalidad. En cambio, la ingesta promedio de agua natural es de
aproximadamente 3 vasos, siendo un consumo bajo de agua natural para los
adolescentes que requieren aproximadamente 10 vasos con agua natural para
cubrir su requerimiento hidrico. La ingesta promedio de refresco radica en 2
raciones, lo cual corresponde a 184 mL de refresco, siendo este un consumo bajo.
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Sin embargo, existen individuos con una ingesta de refresco que van desde 4
raciones hasta 11 raciones, correspondiente a 368 mL hasta 1,000 mL de refresco,
siendo este un consumo muy alto de refresco al dia. Si traducimos el consumo de
raciones de refresco en gramos de azucar aportados por esta bebida,
encontraremos que el consumo promedio es de 19 gramos, sin embargo, el aporte
de azucar maximo es de 105 gramos, lo cual es el doble de la cantidad sugerida (50
g) si se considera el 10% del requerimiento cal6rico total de los adolescentes.
Referente al promedio del porcentaje de metilacion de los genes INS, IRS1 y
GLUT4, los valores se encuentran dentro de la normalidad. El gen INS tiene un valor
minimo del porcentaje de metilacion del 36% y un valor maximo del porcentaje de
metilacion de 71%. Los valores extremos del porcentaje de metilacién del gen IRS1
son 27% y 62% de metilacion. EI menor porcentaje de metilacion de GLUT4
corresponde al 34% y el mayor porcentaje de metilacién al 69%. (Tabla 9)

Tabla 9. Descripcibn de las variables cuantitativas sociodemograficas,
antropométricas, bioquimicas, clinicas, dietéticas y del porcentaje de metilacién de
INS, IRS1, GLUT4

Variable Media +SD P50 P25 P75 Minimo Maximo
Sociodemograficas
Edad 13.7+1.0 135 13 15 12 15
Tiempo de actividad fisica 88.3+£85.6 70 30 120 0 480
Antropométricas
Talla (m) 1.6+0.8 16 15 1.7 1.4 1.8
Peso (kg) 56.7 £ 13.6 55.9 484 656 32.2 88
IMCE 21.5+45 21.6 174 23.7 14.7 32.3
Perimetro abdominal 78.1+£10.5 76.3 71 837 62 100
PcT 0.48 + 0.6 0.47 042 052 0.39 0.58
Bioquimicas
Conteo de glébulos blancos 654312463 5450 6600 7800 0 10900
(x109/L)
Recuento de glébulos rojos 5.3+0.7 5.5 5 5.7 15 6.2
(x10%2/L)
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Variable Media +SD P50 P25 P75 Minimo Maximo
Linfocitos (%) 34 +8.9 355 26.3 404 14.3 49.6
Recuento de linfocitos 2269+ 652 2314 1920 2750 435 3492

totales en sangre (mm3)

Clinicas

PAS 109.5+12.2 110 100 120 85 135
PAD 70.7£9.1 70 65 79.5 50 90
Dietéticas

Vasos con agua ingeridos el 26+19 2 1 4 0 8
dia anterior

Raciones  de refresco 1.9+27 0 0 4 0 11
ingeridas el dia anterior

Cantidad de azucar ingerida 18.8 £ 26 0 0 40 0 105

proveniente de refresco (g)
Porcentaje de metilacién

INS 54.4+6.3 54 51 58 36 71
IRS1 459+5.9 46.5 435 495 27 62
GLUT4 48.4+ 5.6 48 455 51 34 69

6.4 Metilacion del DNA de los genes INS, IRS1y GLUTA4.

Del total de adolescentes que integran la muestra de estudio, 22 estudiantes
presentaron algun patron de metilacién de riesgo de diabetes mellitus tipo 2, cifra
gue engloba al 55% del total de la muestra de estudio. El 17.5 % de la muestra de
adolescentes presento el patron de metilacion de riesgo de diabetes mellitus tipo 2
del biomarcador INS. Con respecto al biomarcador IRS1, el 25% de la muestra de
estudio presento el patrén de metilacion de riesgo de diabetes mellitus tipo 2. El
patrén de hipometilacion de GLUT4 que conlleva un riesgo de diabetes mellitus tipo

2, fue observado en el 25% de la muestra de estudio. (Tabla 10).
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Tabla 10. Prevalencia de los patrones de metilacion de los genes INS, IRS1 y

GLUT4 de la muestra de estudio.

Gen Patron normal de Patron de Patron de
metilacion hipometilacion hipermetilacion
n (%) n (%) n (%)
INS 26 (65) 7 (17.5) 7 (17.5)
IRS1 20 (50) 10 (25) 10 (25)
GLUT4 22 (55) 10 (25) 8 (20)

El porcentaje de metilacion de riesgo y de no riesgo de DMT2 no presento

diferencias por sexo de los adolescentes de estudio. (Tabla 11).

Tabla 11. Patrén de metilacion de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 de los genes

INS, IRS1y GLUT4 segun sexo de la muestra de estudio.

Gen Total Hombres Mujeres  Valor p
n (%) n (%) n (%) delae

INS
Patrén de riesgo de DMT2 7 (17.5) 3(7.5) 4 (10) 0.168

Patrén de no riesgo de DMT2 33 (82.5) 25 (62.5) 8 (20)
IRS1

Patrén de riesgo de DMT2 10 (25) 9 (22.5) 1(2.5) 0.231
Patrén de no riesgo de DMT2 30 (75) 19 (47.5) 11 (27.5)

GLUT4

Patron de riesgo de DMT2 10 (25) 6 (15) 4 (10) 0.451
Patrén de no riesgo de DMT2 30 (75) 22 (55) 8 (20)

Prueba exacta de Fisher.

Cabe mencionar, que cinco estudiantes presentaron simultaneamente el patrén de
metilacion de riesgo de DMT2 de dos genes. Se observaron dos personas con los
patrones de metilacion de riesgo de DMT2 de los genes IRS1 y GLUT4 la categoria

de IMCE que tuvieron fue sobrepeso, un individuo que present6 obesidad tuvo el
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patron de metilacion de riesgo de DMT2 de los genes INS e IRS1 y 2 personas
mostraron tanto el patron de riesgo epigenético de INS como de GLUT4 una de ellas
fue clasificado en normalidad y el otro individuo en obesidad. Por lo tanto, se
observé que la mayoria de los adolescentes que presentaron dos patrones de
metilacion de riesgo de DMT2 tienen exceso de peso.

Con el propodsito de observar el comportamiento de los patrones de metilacion de
los genes de estudio segun el IMCE, graficamos las medias de los porcentajes de
metilacion de INS por categoria del IMCE. Se observa un incremento en la media
del porcentaje de metilacion en el grupo de desnutricion y obesidad en comparacién
con el grupo de normalidad y sobrepeso, por lo que se podria observar un patrén

de metilacion con tendencia a la hipermetilacion en caso de malnutricion. (Figura 5).
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Figura 5. Media del porcentaje de metilacién del gen INS segun clasificacion del
IMCE.
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Por otro lado, se observa una media del porcentaje de metilacion de IRS1 mayor en
el grupo de obesidad en comparacion con los demas grupos. Asimismo, la media
del porcentaje de metilacion de este gen perteneciente al grupo de desnutricion es
mayor comparado con los grupos de normalidad y sobrepeso. Sin embargo, los
valores del porcentaje de metilacibn en ambas observaciones no cumplen con el

punto de corte del patron de hipermetilacion. (Figura 6).

52+

50+

Porcentaje de metilacion de IRS1
&

42

Desnutricion Normal  Sobrepeso Obesidad
Clasificacion del IMCE

Figura 6. Media del porcentaje de metilacion del gen IRS1 segun clasificacion del
IMCE.

Respecto a la media del porcentaje de metilacion de GLUT4, se observa que es
mayor en el grupo de desnutricion en comparacion con las otras tres categorias del
IMCE alcanzando valores que determinan un patron de hipermetilacion. En
contraste con estos resultados, el grupo de obesidad tiene una media de metilacion
mas baja en comparacién con el grupo de desnutricidn y sobrepeso, sin embargo,
no se clasifica entra dentro de los puntos de corte del patron de hipometilacion.
(Figura 7).
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Figura 7. Media del porcentaje de metilacion del gen GLUT4 segun clasificacion
IMCE.

6.5 Relacion de la metilacion de los biomarcadores INS, IRS1, GLUT4 y

las variables sociodemograficas, antropométricas, bioquimicas vy

dietéticas.
6.5.1 Gen INS.

Dentro de las variables sociodemograficas se encuentra los dias que fumaron un
cigarro los adolescentes en estudio, se observo que fumar un cigarro durante mas
de un dia incrementa el porcentaje de metilacion de INS en comparacion con los

individuos que no fuman mostrando una relacion estadisticamente significativa

(p=0.044) (tabla 12). Referente a la actividad fisica, el sedentarismo eleva el

porcentaje de metilacion de INS a diferencia de los adolescentes que son

fisicamente activos siguiendo la recomendacion de actividad fisica para

adolescentes segun la OMS, presentando una relacion estadisticamente
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significativa (p=0.005) (tabla 12). También se observa una relacion significativa en
lo que respecta al tiempo de actividad fisica y el porcentaje de metilacion (p=0.0005)
(tabla 12), los estudiantes que realizaron algun tipo de actividad fisica por menos de
60 minutos tuvieron mayor porcentaje de metilacion de INS, que puede ser
considerado como un patrén de hipermetilacion, a diferencia de los adolescentes
gue realizaron actividad fisica durante 60 minutos o0 mas cuyo valor de la mediana
del porcentaje de metilacion de INS estuvo dentro de los parametros del patrén
normal de metilacion para este gen. También se encontraron cambios en el
porcentaje de metilacion segun el periodo de tiempo de actividad fisica, observando
gue los adolescentes que realizaron alguna actividad fisica con una duracion menor
a 30 minutos tuvieron una mediana del porcentaje de metilacion mayor en
comparacién con los adolescentes que realizaron actividad fisica por 30 minutos
(p=0.026) (tabla 12). De igual modo, los adolescentes que realizaron actividad fisica
por menos de 30 minutos tuvieron mayor porcentaje de metilacion en comparacion
con los adolescentes que mantuvieron una actividad fisica durante 60 minutos
(p=0.0007) (tabla 12). Los adolescentes que realizaron actividad fisica por menos
de 30 minutos comparados con los adolescentes que realizaron actividad fisica
durante 120 minutos tuvieron un porcentaje de metilacion diferente siendo
estadisticamente significativo (p=0.004) (tabla 12). Asimismo, los adolescentes que
realizaron actividad fisica durante 30 minutos tuvieron una mediana de porcentaje
de metilacion de INS mayor en comparacion con los adolescentes que realizaron
actividad fisica durante 60 minutos (p=0.023) (tabla 12).

Referente a la alimentacion, la frecuencia de consumo mensual de verduras verdes
tiene relacion con un mayor porcentaje de metilacion de INS en comparacion con
los adolescentes que frecuentan diariamente este tipo de verduras (p=0.049). Los
adolescentes que no consumen arroz mostraron una mediana del porcentaje de
metilacion mayor en comparacion con los adolescentes que consumen el arroz al
menos una vez al mes (p=0.016) (tabla 12). Los adolescentes que no consumen
arroz tienen mayor porcentaje de metilacion de INS en comparacion con los
adolescentes que consumen arroz al menos una vez a la semana (p=0.013) (tabla

12). Los adolescentes que no consumen arroz también muestran mayor porcentaje
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de metilaciébn en comparacion con los adolescentes que tienen un consumo diario
de arroz (p=0.008) (tabla 12). Asimismo, los adolescentes que no consumo de leche
tienen mayor porcentaje de metilacion de INS a diferencia de los adolescentes que
tienen un consumo semanal de leche (p=0.039) (tabla 12).

También se encontré una diferencia significativa entre la ingesta menor de 50
gramos de azUcar proveniente del consumo de refresco y un mayor nivel de
metilacion de INS en comparacion de los adolescentes que ingieren una cantidad

de azdcar mayor a los 50 gramos (p=0.021) (tabla 12).

Tabla 12. Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon del porcentaje de metilacion del gen

INS segun las variables sociodemogréficas y dietéticas de la muestra de estudio.

Variable Porcentaje de metilacion de INS p
Mediana

Sociodemograficas

-Dias que fumaron un cigarro

Mas de un dia 58 0.044*
Ningun dia 53

-Actividad fisica segun recomendacion de la OMS para adolescentes
Sedentario 56 0.005**
Fisicamente activo 51.5

-Tiempo de actividad fisica

<60 minutos 58 0.0005***
=260 minutos 52

-Tiempo de actividad fisica

<30 minutos 58 0.026*
30 minutos 55

-Tiempo de actividad fisica

<30 minutos 58 0.0007***
60minutos 51.5

-Tiempo de actividad fisica

<30 minutos 58 0.004*
120 minutos 53

69



Variable Porcentaje de metilacion de INS p

Mediana
-Tiempo de actividad fisica
30 minutos 55 0.023*
60minutos 51.5
Dietéticos
Grupo de verduras y frutas
-Consumo de verduras verdes
Mensual 55 0.049*
Diario 52
Grupo de cereales
-Consumo de arroz
No consumo 65 0.016*
Al menos 1 vez al mes 55
-Consumo de arroz
No consumo 65 0.013*
Al menos 1 vez a la semana 54
-Consumo de arroz
No consumo 65 0.008**
Diario 53
Grupo de lacteos
-Consumo de leche
No consumo 43 0.039*
Semanal 53
Grupo de azucares
-Ingesta de azlcar proveniente de refresco
>50 g. 51 0.021*
<50 g. 55

Valores significativos: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Por otra parte, el patrén de metilacion de INS tiene relacién con la presion arterial
sistélica. Los adolescentes que presentaron hipometilaciéon tienen un valor menor
de presion arterial sistolica en comparacion con los adolescentes que no tuvieron

hipometilacion (p=0.008) (tabla 13).
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Tabla 13. Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon de la presion arterial sistdlica y el

patrén de metilacion del gen INS de la muestra de estudio.

Patrén de metilacion de INS PAS p
Mediana
Con hipometilacion 100 0.008**
Sin hipometilacion 110

Valores significativos: **p<0.01

6.5.2 Gen IRS1.

Los resultados de las variables sociodemograficas muestran una relacion del tiempo
de actividad fisica y el porcentaje de metilacion de IRS1, podemos observar que los
adolescentes que realizan actividad fisica por menos de 120 minutos tienen menor
porcentaje de metilacibn en comparacion con los adolescentes que realizan
actividad fisica durante 120 minutos o mas tiempo. (p=0.023) (tabla 14).

En cuanto a los indicadores bioquimicos, la mediana del porcentaje de metilacién
de IRS1 difiere segun deplecién muscular por recuento linfocitario, observandose
menor porcentaje de metilacion, el cual puede ser considerado como un patron de
hipometilaciébn en los estudiantes que presentaron deplecibn muscular en
comparacion con los sujetos que se encuentran en normalidad (p=0.006) (tabla 14).
Con respecto a la alimentacion, el consumo mensual de tortilla se relaciond con un
menor nivel de metilacién de IRS1, en comparacion con los adolescentes que tienen
un consumo diario de tortilla (p=0.031) (tabla 14). Se encontr0 una relacion
estadisticamente significativa entre el consumo de pan blanco y el porcentaje de
metilacion de IRS1, en el cual observamos que los adolescentes que tienen un
consumo mensual de pan blanco tienen mayor porcentaje de metilacion en
comparacion con los adolescentes que no consumen el pan blanco (p=0.005) (tabla
14). También existe una relacion estadisticamente significativa entre el consumo de
leche y el porcentaje de metilacién de IRS1, donde se observé que los adolescentes

con un consumo mensual de leche presentaron un menor nivel de metilacién de
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este gen, a diferencia de los individuos que consumen leche diariamente (p=0.033)
(tabla 14).

Tabla 14. Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon del porcentaje de metilacién del gen
IRS1 segun las variables sociodemogréficas, bioquimicas y dietéticas de la muestra

de estudio.

Variable Porcentaje de metilacion de IRS1 p

Mediana

Sociodemograficas
-Tiempo de actividad fisica

<120 minutos 44 0.023*
2120 minutos 49
Bioquimicos

-Deplecion muscular segun recuento de linfocitos totales en sangre

Deplecién 43 0.006**
Normalidad 47
Dietéticos

Grupo de cereales

-Consumo de tortilla

Mensual 44 0.031*
Semanal 47

-Consumo de pan blanco

Mensual 49 0.005**
No consumo 44

Grupo de lacteos

-Consumo de leche

Mensual 43.5 0.033*

Semanal 47

Valores significativos: *p<0.05; **p<0.01
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6.5.3 Gen GLUTA4.

Con respecto a los resultados de las variables antropométricas, se encontré una
relacion estadisticamente significativa entre la desnutricion segun IMCE y un mayor
porcentaje de metilacion de GLUT4 en comparacion con los adolescentes que se
encontraron en condiciones normales segun IMCE (p=0.007) (tabla 15). Los
adolescentes con sobrepeso y obesidad tienen menor porcentaje de metilacion de
GLUT4 en comparacién con los adolescentes con desnutricibn segun IMCE
(p=0.023) (tabla 15). Los adolescentes con solo obesidad tienen menor porcentaje
de metilacion de GLUT4 en comparacion con los adolescentes con desnutricion
segun IMCE (p=0.018) (tabla 15).

Continuando con otro indicador antropométrico, se encontr6 una relacién
estadisticamente significativa entre el perimetro abdominal y el patrén de metilacion
de GLUT4 (p=0.019) (tabla 16). Los resultados indican que los adolescentes con un
patrén de hipermetilaciéon de GLUT4 presentaron un menor perimetro abdominal en

comparacién con los adolescentes con un patron de normalidad de GLUTA4.

Tabla 15. Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon del porcentaje de metilacion del gen

GLUT4 segun clasificacion del IMCE de la muestra de estudio.

Variable Porcentaje de metilacién de GLUT4 p
Mediana
Antropométricos
-Clasificacion del IMCE
Desnutriciéon 51 0.007**
Normalidad 45.5
-Clasificacion del IMCE
Sobrepeso y obesidad 47.5 0.023*
Desnutricion 51
-Clasificacion del IMCE
Obesidad 47 0.018*
Desnutricion 51

Valores significativos: *p<0.05; **p<0.01
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Tabla 16. Prueba de Mann-Whitney-Wilcoxon del perimetro abdominal y el patron

de metilacion del gen GLUT4 de la muestra de estudio.

Patron de metilacion de GLUT4 Perimetro abdominal p
Mediana

Hipermetilacion 71.8 0.019*

Normalidad 79.3

Valores significativos: *p<0.05

6.6 Relacion de la metilacion de los biomarcadores INS, IRS1, GLUT4 y
las variables sociodemograficas, antropométricas, bioquimicas vy
dietéticas de estudio entre grupos.

Se evalud la relacion de las variables sociodemogréaficas, antropométricas,
bioquimicas, dietéticas de estudio y el porcentaje de metilacion, no obstante,
solamente se presentan aquellos resultados mas relevantes y/o con
significancia estadistica.

6.6.1 Variables sociodemogréaficas

Existe una relacion estadisticamente significativa entre el tiempo de actividad fisica
y el porcentaje de metilacion de INS (p=0.002) (tabla 17), se observa que el grupo
de adolescentes que realizan actividad fisica por menos de 30 minutos tienen un

mayor nivel de metilacibn en comparacion con los demas grupos.

Tabla 17. Relacion del porcentaje de metilacién de INS y el tiempo de actividad

fisica de la muestra de estudio.

Tiempo de actividad fisica Metilacion de INS p
Mediana
<30 minutos 58 0.002**
30 minutos 55
60 minutos 51.5
120 minutos 53

Prueba de Kruskall-Wallis

Valor significativo: **p<0.01
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6.6.2 Variables antropomeétricas.

A causa de la importancia que tiene el IMCE como factor de riesgo de DMT2, se
muestran a continuacion los resultados de la prueba de Kruskall-Wallis de los tres
genes biomarcadores de riesgo de DMT2. EI IMCE y el porcentaje de metilacion de
INS no presentaron diferencias estadisticamente significativas entre sus medianas,
no obstante, se observa que el grupo de adolescentes con desnutricion tuvo la
mediana de metilacién de INS mas alta en comparacion con las demés categorias
del IMCE. (Tabla 18). De igual modo, no existe una relacion significativa entre el
IMCE y el porcentaje de metilacién de IRS1, sin embargo, se observa que los grupos
de sobrepeso y de obesidad tuvieron un mayor porcentaje de metilacion de IRS1 en
comparacién con los demas grupos. (Tabla 19).

Por el contrario, el IMCE vy el porcentaje de metilacion de GLUT4 mostraron una
relacion estadisticamente significativa (p=0.030) (Tabla 20). Se puede observar que
los adolescentes con desnutricion tienen un porcentaje de metilaciéon de GLUT4 mas

alto en comparacién con los demas grupos de composicién corporal segun IMCE.

Tabla 18. Relacion del porcentaje de metilacién de INS vy la clasificacion del IMCE

de la muestra de estudio.

Clasificacion del IMCE Metilaciéon de INS p
Mediana

Desnutricion 55.5 0.225

Normalidad 51

Sobrepeso 53.5

Obesidad 54.5

Prueba de Kruskall-Wallis
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Tabla 19. Relacién del porcentaje de metilacion de IRS1 vy la clasificacion del IMCE
de la muestra de estudio.
Clasificacion del IMCE Metilacion de IRS1 p

Mediana
Desnutricion 46.5 0.377
Normalidad 44
Sobrepeso 48.5
Obesidad 48

Prueba de Kruskall-Wallis

Tabla 20. Relacién del porcentaje de metilacion de GLUT4 y la clasificacion del
IMCE de la muestra de estudio.
Clasificacion del IMCE  Metilacion de GLUT4 p

Mediana
Desnutricion 51 0.030*
Normalidad 45.5
Sobrepeso 49
Obesidad 47

Prueba de Kruskall-Wallis

Valor significativo: *p<0.05

6.6.3 Variables bioquimicas

La variable bioquimica donde se encontro diferencia significativa fue la deplecion
muscular segun recuento de linfocitos totales en sangre y el porcentaje de
metilacion de IRS1 (p=0.049) (tabla 21). Los adolescentes con normalidad segun el
recuento linfocitario tienen un mayor nivel de metilacion de IRS1 en comparacion
con los adolescentes con deplecion muscular leve segun recuento de linfocitos
totales en sangre. Cabe mencionar, que los adolescentes con deplecion muscular

en cualquiera de sus tres grados presentan un patrén de hipometilacién de IRS1.
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Tabla 21. Relacion del porcentaje de metilacion de IRS1 y la depleciéon muscular

segun recuento de linfocitos totales en sangre de la muestra de estudio.

Deplecion muscular segun recuento de Metilacion de IRS1 p
linfocitos totales en sangre Mediana
Normal 47 0.049*
Deplecion leve 43
Deplecion moderada 42
Deplecién severa 43

Prueba de Kruskall-Wallis

Valor significativo: *p<0.05

6.6.4 Variables clinicas

La presion sistolica presentd una relacion estadisticamente significativa con el
patron de metilacién de INS (p=0.029) (tabla 22). Los adolescentes con un patrén
de hipometilacion de INS presentan un nivel menor de la presion arterial sistolica en
comparacién con los adolescentes con un patron de normometilacién e

hipermetilacion de INS.

Tabla 22. Relacién de la presion arterial sistolica y el patrén de metilacion de INS

de la muestra de estudio.

Patron de metilacion de INS PAS p
Mediana
Hipometilado 100 0.029*
Normometilado 110
Hipermetilado 110

Prueba de Kruskall-Wallis

Valor significativo: *p<0.05
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6.6.5 Variables dietéticas

Se presentd una relacion estadisticamente significativa entre la frecuencia de
consumo de pan blanco y el porcentaje de metilacién de IRS1 (p=0.036) (tabla 23).
Se observa que los adolescentes que reportaron tener una frecuencia de consumo
de pan blanco al menos una vez al mes presentan un mayor porcentaje de
metilacion de IRS1 en comparacion con los adolescentes que tienen un consumo

mas bajo de pan blanco o simplemente no lo consumen.

Tabla 23. Relacion del porcentaje de metilacion de IRS1 y la frecuencia de consumo

del pan blanco de la muestra de estudio.

Frecuencia de consumo de pan blanco Metilacion de IRS1 p
Mediana

Nunca 44 0.036*

Al menos 1 vez al mes 49

Al menos 1 vez a la semana 47

Prueba de Kruskall-Wallis

Valor significativo: *p<0.05

También fue hallada una diferencia significativa entre la frecuencia del consumo de
leche y el porcentaje de metilacion de INS (p=0.031) (tabla 24). Observando que los
adolescentes que tuvieron una frecuencia de consumo de leche por lo menos una
vez al mes tienen nivel mayor de metilacion de INS en comparacion con los
adolescentes que tienen un consumo mensual mas bajo o no consumen leche
durante el mes. Cabe mencionar que la mediana de metilacion de INS del grupo
gue no consumen leche durante el mes se encuentra dentro de los estandares del

patrén de hipometilacion de INS.
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Tabla 24. Relacién del porcentaje de metilacion de INS y la frecuencia de consumo

de leche de la muestra de estudio.

Frecuencia del consumo de leche Metilacion de INS p
Mediana

Nunca 43 0.031*

Al menos 1 vez al mes 58.5

Al menos 1 vez a la semana 53

Prueba de Kruskall-Wallis

Valor significativo: *p<0.05

Asimismo, existe una relacion estadisticamente significativa entre la frecuencia de
consumo de una taza de arroz y el porcentaje de metilacién de INS (p=0.039). Los
adolescentes no consumen una taza de arroz durante el mes tienen una mediana
del porcentaje de metilacion mayor en comparacion con los demas grupos de
frecuencia de consumo, valor que puede determinarse como un patrén de

hipermetilacion de INS.

Tabla 25. Relacion del porcentaje de metilacion de INS y la frecuencia de consumo

de una taza de arroz de la muestra de estudio.

Frecuencia del consumo de  Metilacion de INS p
una taza de arroz Mediana
Nunca 65 0.039*
Al menos 1 vez al mes 55
Al menos 1 vez a la semana 54
Diario 53

Prueba de Kruskall-Wallis
Valor significativo: *p<0.050
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6.7 Riesgo epigenético de DMT2 segun las variables sociodemograficas,
antropomeétricas, bioquimicas, clinicas y dietéticas de estudio.

6.7.1 Patron de metilacion de riesgo de DMT2 del biomarcador INS.
Referente a las variables sociodemograficas, la posibilidad de presentar el patron
de metilacion de riesgo de DMT2 de INS es 7.3 veces mayor en los adolescentes
que fumaron durante més de un dia un cigarro (p=0.045) (tabla 26). También se
encontrd que la posibilidad de presentar el patrén de metilacién de riesgo de DMT2
de INS es 7.5 veces mayor en los adolescentes que realizan actividad fisica durante
menos de 30 minutos en comparacion con los adolescentes que realizan actividad
fisica durante 60 minutos o mas tiempo (p=0.025) (tabla 26). Una observacion
interesante de los OR de la actividad fisica es a diferencia de los IRS1 y GLUT4,
realizar algun tipo de actividad fisica durante menos de hora por 3 dias de la semana
tiene la posibilidad de presentar el patrén de metilacion de riesgo de DMT2, es decir
es necesario realizar actividad fisica diariamente durante mas de una hora para no
presentar el patron de metilacion de riesgo de DMT2 en el caso de INS.

6.7.2 Patron de metilacion de riesgo de DMT2 del biomarcador IRS1.
Los resultados de las variables sociodemogréficas indican que la posibilidad de
tener el patron de metilacién de riesgo de DMT2 de IRS1 es 8.7 veces mayor en los
adolescentes que tuvieron antecedentes familiares de diabetes mellitus tipo 2 en
algun familiar de primer grado en comparacion con los adolescentes que no tuvieron
antecedentes familiares de DMT2 (p=0.035) (tabla 26). También se encontrd una
asociacion entre el tiempo de actividad fisica y el patron de metilacion de riesgo de
DMT2 de IRS1, que determina que la posibilidad de presentar el patrén de
metilacion de riesgo de DMT2 de IRS1 es 0.1 veces en los adolescentes que
realizan actividad fisica durante 60 minutos, siendo este factor protector en
comparacion con los adolescentes que realizan actividad fisica por menos de 60
minutos (p=0.040) (tabla 26). En cuanto a la alimentacion, la posibilidad de tener el
patrén de metilacion de riesgo de DMT2 de IRS1 es 6.1 veces mayor en los
adolescentes que tienen un consumo semanal de un plato de mole en comparacion
con los adolescentes cuyo consumo de este alimento es mensual (p=0.018) (tabla
26).
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6.7.3 Patron de metilacion de riesgo de DMT2 del biomarcador GLUT4
Referente a los indicadores antropométricos, la posibilidad de tener el patrén de
metilacion de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 de GLUT4 es 0.1 veces en los
adolescentes con obesidad en comparacion con los adolescentes que tienen
normalidad segun IMCE (p=0.044) (tabla 26), este resultado puede explicarse
porque la obesidad tiene relacion con la hipermetilacion de GLUTA4.

En cuanto a los indicadores dietéticos, la posibilidad de tener el patron de metilacion
de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 de GLUT4 es 7.2 veces mayor en los
adolescentes que tienen un consumo semanal de pan blanco en comparacion con
los adolescentes que tienen un consumo mensual de este alimento (p=0.018) (tabla
26). También se observo que la posibilidad de tener el patron de metilacion de riesgo
de diabetes mellitus tipo 2 de GLUT4 es de 0.2 veces en los adolescentes que
consumen mensualmente huevo en comparaciéon con los adolescentes que
consumen semanalmente este alimento (p=0.036) (tabla 26), por lo que el consumo

esporadico de huevo es considerado un factor protector.

Tabla 26. Raz6n de momios del patrén de metilacion de riesgo de DMT2 de los
genes INS, IRS1, GLUT4 y las variables sociodemograficas, antropométricas,

bioquimicas, clinicas y dietéticas de la muestra de estudio.

Gen Variable OR (95%IC) Valor p
Categoria/referencia

Sociodemograficas

-Forma de nacimiento

INS Cesarea/Parto 5.4 (0.5-59) 0.135

IRS1 Ceséarea/Parto 1.2 (0.3-5.9) 0.784

GLUT4 Ceséreal/Parto 4.5 (0.9-23.7) 0.061
-Alimentacion de primera infancia

INS Lactancia materna y férmula lactea/ 3.6 (0.5-25.6) 0.201
Lactancia materna exclusiva

IRS1 Lactancia materna y férmula lactea/ 0.4 (0.1-2.6) 0.354

Lactancia materna exclusiva
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Gen

Variable OR (95%IC)
Categoria/referencia

Valor p

GLUT4

INS

IRS1

GLUT4

INS

IRS1

GLUT4

INS

IRS1

GLUT4

Lactancia materna y formula lactea/ 0.6 (0.1-3.4)
Lactancia materna exclusiva

-Antecedentes familiares de diabetes mellitus

Con antecedentes familiares de DMT2/ 0.3 (0.03-3.7)
Sin antecedentes familiares de DMT2

Con antecedentes familiares de DMT2/ 8.7 (0.9-88.7)
Sin antecedentes familiares de DMT2

Con antecedentes familiares de DMT2/ 0.5(0.1-2.3)
Sin antecedentes familiares de DMT2

- Antecedentes familiares de obesidad

Con antecedentes familiares de 1.2 (0.1-14.2)
obesidad/ Sin antecedentes familiares

de obesidad

Con antecedentes familiares de 2.1 (0.3-16)
obesidad/ Sin antecedentes familiares

de obesidad

Con antecedentes familiares de -
obesidad/ Sin antecedentes familiares

de obesidad

- Antecedentes familiares de hipertension arterial

Con antecedentes familiares de -
hipertension arterial/ Sin antecedentes

familiares de hipertension arterial

Con antecedentes familiares de 0.7 (0.1-4.8)
hipertension arterial/ Sin antecedentes

familiares de hipertension arterial

Con antecedentes familiares de -
hipertension arterial/ Sin antecedentes

familiares de hipertension arterial

- Antecedentes familiares de cardiopatias

0.512

0.342

0.035*

0.335

0.886

0.473

0.768
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Gen Variable OR (95%IC) Valor p
Categoria/referencia
INS Con antecedentes familiares de 1.3(0.1-14.9) 0.853
cardiopatias / Sin antecedentes
familiares de cardiopatias
IRS1 Con antecedentes familiares de 0.7 (0.6-7.3) 0.743
cardiopatias / Sin antecedentes
familiares de cardiopatias
GLUT4 Con antecedentes familiares de 0.4 (0.03-3.5) 0.338
cardiopatias / Sin antecedentes
familiares de cardiopatias
-Fumadores
INS Fumadores/ No fumadores 2.3 (0.3-15.3) 0.421
IRS1 Fumadores/ No fumadores 1(0.2-5.7) 0.963
GLUT4 Fumadores/ No fumadores 1(0.2-5.7) 0.963
-Dias que fumaron un cigarro
INS Mas de un dia/ Ningun dia 7.3 (1.1-49) 0.045*
IRS1 Mas de un dia/ Ningun dia 1.2 (0.2-7.4) 0.846
GLUT4 Mas de un dia/ Ningun dia 1.2 (0.2-7.4) 0.846
-Actividad fisica segun recomendacion de la OMS para adolescentes
INS Sedentario /Fisicamente activo 5 (0.5-46.3) 0.105
IRS1 Sedentario /Fisicamente activo 0.6 (0.1-2.5) 0.459
GLUT4 Sedentario /Fisicamente activo 1(0.2-4.3) 1.000
-Tiempo de actividad fisica
INS <60 minutos/z 60 minutos 3(0.6-16.3) 0.186
IRS1 <60 minutos/z 60 minutos 0.1 (0.02-1.3) 0.040*
GLUT4 <60 minutos/z 60 minutos 0.4 (0.1-2.1) 0.236
-Tiempo de actividad fisica
INS <30 minutos/z 60 minutos 7.5 (1.3-44) 0.025*
IRS1 <30 minutos/z 60 minutos 0.3 (0.03-2.8) 0.244
GLUT4 <30 minutos/z 60 minutos 0.8 (0.1-4.8) 0.825
-Frecuencia de actividad fisica
INS <2 dias/z3 dias 2.4 (0.4-15) 0.336
IRS1 <2 dias/23 dias 0.6 (0.5-2.7) 0.521
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Gen Variable OR (95%IC) Valor p
Categoria/referencia
GLUT4 <2 dias/z3 dias 1.1 (0.3-4.5) 0.925
-Frecuencia de actividad fisica
INS <3 dias/diario 4.2 (0.4-39.7) 0.166
IRS1 <3 dias/diario 0.6 (0.1-2.6) 0.506
GLUT4 <3 dias/diario 1.1 (0.2-4.6) 0.939
Antropométricos
-Clasificacion del IMCE
INS Desnutricion/Normalidad 0.3 (0.02-3.1) 0.255
IRS1 Desnutricion/Normalidad - -
GLUT4 Desnutricion/Normalidad - -
INS Sobrepeso/Normalidad - -
IRS1 Sobrepeso/Normalidad - -
GLUT4 Sobrepeso/Normalidad 0.7 (0.1-3.9) 0.653
INS Obesidad/Normalidad 1(0.1-6.8) 1.000
IRS1 Obesidad/Normalidad - -
GLUT4 Obesidad/Normalidad 0.1 (0.1-1.2) 0.044*
INS Sobrepeso y Obesidad/Normalidad 0.4 (0.1-2.6) 0.343
IRS1 Sobrepeso y Obesidad/Normalidad - -
GLUT4 Sobrepeso y Obesidad/Normalidad 0.3(0.1-1.7) 0.176
-Riesgo cardiovascular segun perimetro de cintura de acuerdo con la edad
INS Con riesgo cardiovascular/Sin riesgo 2.9 (0.4-20.3) 0.302
cardiovascular
IRS1 Con riesgo cardiovascular/Sin riesgo 1.6 (0.3-10.6) 0.618
cardiovascular
GLUT4 Con riesgo cardiovascular/Sin riesgo - -
cardiovascular
-Riesgo cardiometabdlico segun indice cintura-talla (PcT)
INS Con riesgo cardiometabolico/Sin riesgo 1.7 (0.3-9.2) 0.527
cardiometabdlico
IRS1 Con riesgo cardiometabdlico/Sin riesgo 1.6 (0.4-6.9) 0.563

cardiometabdlico
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Gen Variable OR (95%IC) Valor p
Categoria/referencia
GLUT4 Conriesgo cardiometabdlico/Sin riesgo 0.9 (0.2-4) 0.845
cardiometabdlico
Bioquimicos
-Recuento de glébulos rojos (RBC)
INS Alto/Normal 2.3 (0.2-30.1) 0.534
IRS1 Alto/Normal - -
GLUT4 Alto/Normal 1.4 (0.1-17.2) 0.801
-Deplecion muscular segun recuento de linfocitos totales en sangre
INS Deplecion muscular/Normal 0.4 (0.04-3.3) 0.317
IRS1 Deplecion muscular/Normal 0.6 (0.1-3.7) 0.604
GLUT4 Deplecion muscular/Normal 0.5 (0.1-3) 0.456
Clinicos
-Presion arterial
INS Con riesgo de prehipertension 1.5(0.2-9.4) 0.679
arterial/Sin riesgo de prehipertension
arterial
IRS1 Con riesgo de prehipertension 0.3 (0.03-2.8) 0.244
arterial/Sin riesgo de prehipertension
arterial
GLUT4 Con riesgo de prehipertension 1.7 (0.3-8.7) 0.521
arterial/Sin riesgo de prehipertension
arterial
Dietéticos
-Ingesta de agua por dia
INS Menos de un litro/ Mas de un litro 1.1 (0.2-6.6) 0.927
IRS1 Menos de un litro/ Mas de un litro 0.3(0.1-1.4) 0.121
GLUT4 Menos de un litro/ Mas de un litro 1(0.2-4.8) 1.000
Grupo de verduras y frutas
-Consumo de verduras crudas
INS Mensual/ Diario 1.1 (0.2-6.9) 0.888
IRS1 Mensual/ Diario 0.6 (0.1-2.6) 0.470
GLUT4 Mensual/ Diario 0.6 (0.1-2.6) 0.470
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Gen Variable OR (95%IC) Valor p
Categoria/referencia
-Consumo de verduras cocidas
INS Mensual/ Diario 2 (0.2-19.2) 0.525
IRS1 Mensual/ Diario 0.7 (0.1-3.1) 0.555
GLUT4 Mensual/ Diario 0.7 (0.1-3-1) 0.555
-Consumo de verduras verdes
INS Mensual/ Diario 4.7 (0.5-43.4) 0.124
IRS1 Mensual/ Diario 0.5 (0.1-2.3) 0.388
GLUT4 Mensual/ Diario 0.3(0.1-1.3) 0.108
-Consumo de salsa cruda
INS Mensual/ Diario 1.1 (0.2-6.9) 0.888
IRS1 Mensual/ Diario 2.1(0.4-11.9) 0.379
GLUT4 Mensual/ Diario 0.6 (0.1-2.6) 0.470
-Consumo de salsa cocida
INS Mensual/ Diario 1.1 (9.2-6.9) 0.888
IRS1 Mensual/ Diario 1.1 (0.2-5) 0.951
GLUT4 Mensual/ Diario 1.1 (0.2-5) 0.951
-Consumo de una pieza de fruta
INS Mensual/ Diario 1.7 (0.3-10.2) 0.546
IRS1 Mensual/ Diario 0.9 (0.2-4) 0.908
GLUT4 Mensual/ Diario 0.3(0.1-1.3) 0.108
Grupo de cereales
-Consumo de una pieza de tortilla
INS Mensual/Semanal 0.7 (0.1-6.9) 0.749
IRS1 Mensual/Semanal - -
GLUT4 Mensual/Semanal 0.5(0.1-4.5) 0.498
-Consumo de una taza de arroz
INS Mensual/Semanal 2.7 (0.5-14.9) 0.269
IRS1 Mensual/Semanal 0.7 (0.1-3.7) 0.630
GLUT4 Mensual/Semanal 0.7 (0.1-3.7) 0.630
-Consumo de pan blanco
INS Semanal/Mensual 0.3 (0.03-3.2) 0.288
IRS1 Semanal/Mensual 2.4 (0.4-12.5) 0.290
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Gen Variable OR (95%IC) Valor p
Categoria/referencia
GLUT4 Semanal/Mensual 7.2 (1.3-39.6) 0.018*
-Consumo de pan integral
INS Semanal/Mensual 0.8 (0.1-8.5) 0.851
IRS1 Semanal/Mensual 4 (0.6-26.1) 0.151
GLUT4 Semanal/Mensual 4 (0.6-26.1) 0.151
-Consumo de antojitos
INS Semanal/Mensual 0.2 (0.04-1.4) 0.099
IRS1 Semanal/Mensual 1.2 (0.3-5.3) 0.790
GLUT4 Semanal/Mensual 1.2 (0.3-5.3) 0.790
-Consumo de postre o rebanada de pastel
INS Semanal/Mensual 0.8 (0.2-4.2) 0.793
IRS1 Semanal/Mensual 0.9 (0.2-3.9) 0.908
GLUT4 Semanal/Mensual 0.9 (0.2-3.9) 0.908
-Consumo de una taza de frituras
INS Semanal/Mensual 0.5(0.1-2.7) 0.426
IRS1 Semanal/Mensual 1.2 (0.3-5.3) 0.790
GLUT4 Semanal/Mensual 2.2 (0.5-10.1) 0.308
Grupo de leguminosas
-Consumo de una taza de frijoles
INS Mensual/Semanal 0.6 (0.1-3.5) 0.546
IRS1 Mensual/Semanal 1.9 (0.4-8.2) 0.388
GLUT4 Mensual/Semanal 1.1 (0.3-4.7)) 0.908
-Consumo de una taza lentejas
INS Mensual/Semanal 3.7 (0.6-21.8) 0.135
IRS1 Mensual/Semanal 0.7 (0.2-3.1) 0.650
GLUT4 Mensual/Semanal 0.7 (0.2-3.1) 0.650
Grupo de alimentos de origen animal
-Consumo de carne de pollo
INS Mensual/Semanal 3.1 (0.3-30.8) 0.288
IRS1 Mensual/Semanal 0.8 (0.2-4.4) 0.831
GLUT4 Mensual/Semanal 0.5(0.1-2.7) 0.458

-Consumo de carne de res
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Gen Variable OR (95%IC) Valor p
Categoria/referencia
INS Mensual/Semanal 1.5(0.1-15.5) 0.726
IRS1 Mensual/Semanal 0.8 (0.1-5.2) 0.807
GLUT4 Mensual/Semanal 0.4 (0.1-2.4) 0.340
-Consumo de carne de cerdo
INS Mensual/Semanal 1.6 (0.2-16.3) 0.692
IRS1 Mensual/Semanal 0.8 (0.1-5.5) 0.851
GLUT4 Mensual/Semanal 0.4 (0.1-2.6) 0.372
-Consumo de huevo
INS Mensual/Semanal 2.2 (0.2-22.2) 0.470
IRS1 Mensual/Semanal 0.6 (0.1-3.1) 0.504
GLUT4 Mensual/Semanal 0.2 (0.03-0.9) 0.036*
Grupo de lacteos
-Consumo de queso
INS Mensual/Semanal 1.2 (0.1-12.6) 0.883
IRS1 Mensual/Semanal 0.6 (0.1-4.1) 0.610
GLUT4 Mensual/Semanal 0.3(0.1-1.9) 0.204
-Consumo de leche
INS Mensual/Semanal 4 (0.7-26.1) 0.151
IRS1 Mensual/Semanal - -
GLUT4 Mensual/Semanal 1.7 (0.3-9.4) 0.546
Grupo de azlcares
-Consumo de una cucharadita de azucar
INS Semanal/Mensual 0.9 (0.2-5.1) 0.964
IRS1 Semanal/Mensual 0.6(0.2-2.8) 0.557
GLUT4 Semanal/Mensual 2 (0.4-9.5) 0.360
-Consumo de un plato de mole
INS Semanal/Mensual 0.6 (0.1-3.5) 0.546
IRS1 Semanal/Mensual 6.1 (1.3-29.7) 0.018*
GLUT4 Semanal/Mensual 1.9 (0.4-8.2) 0.388
-Consumo de un vaso de agua de fruta
INS Semanal/Mensual 1.3 (0.2-7.9) 0.766
IRS1 Semanal/Mensual 2.4 (0.4-13.7) 0.285
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Gen Variable OR (95%IC) Valor p

Categoria/referencia

GLUT4 Semanal/Mensual 2.4 (0.4-13.7) 0.285
-Consumo de una taza de café

INS Mensual/Semanal 1.6 (0.3-8.5) 0.566

IRS1 Mensual/Semanal 2.4 (0.4-13.7) 0.351

GLUT4 Mensual/Semanal 2.4 (0.4-13.7) 0.351
-Consumo de un vaso de refresco

INS Semanal/ Mensual 0.3(0.1-1.6) 0.166

IRS1 Semanal/ Mensual 2.5(0.4-14.5) 0.255

GLUT4 Semanal/ Mensual 2.5(0.4-14.5) 0.255
-Ingesta de azlcar proveniente de refresco

INS >50 g./ <50 g. 0.4 (0.1-4.2) 0.450

IRS1 >50 g./ <50 g. 1.4 (0.3-6.9) 0.677

GLUT4 >50g./<50g. 1.4 (0.3-6.9) 0.677

Grupo bebidas alcohélicas
-Ingesta de alcohol

INS Consume alcohol/ No consume alcohol 1(0.1-7.1) 1.000
IRS1 Consume alcohol/ No consume alcohol 1(0.2-7.1) 1.000
GLUT4 Consume alcohol/ No consume alcohol 0.4 (0.1-2.4) 0.301

OR, odd ratios; IC, intervalo de confianza; *Valor significativo, p<0.05.

6.8 Modelo de riesgo aditivo de los genes INS, IRS1y GLUTA4.

El modelo de la interaccién entre los diferentes patrones de metilacion de los genes
GLUT4 e INSy las categorias de desnutricién, sobrepeso y obesidad del IMCE tiene
una precision del 82%, una significancia de p=0.0004 y una validacion cruzada de
9/10. (Tabla 27). Este modelo aditivo de riesgo determino que los individuos que
presenten un patron de metilacion de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 en dos genes
simultdneamente con una categoria de malnutricién del indice de masa corporal
para la edad tienen 20 veces mas riesgo de diabetes mellitus tipo 2.

Asimismo, se encontré que la combinacion de los diferentes patrones de metilacion
de los genes GLUT4, INS e IRS1 conjuntamente con las categorias de desnutricion,

sobrepeso y obesidad del IMCE tiene una precision del 83%, una significancia de
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p=0.0001 y una validacién cruzada de 10/10. (Tabla 27). El riesgo aditivo de este
modelo indica que los individuos que tengan un patron de metilacion de riesgo de
diabetes mellitus tipo 2 en los tres genes de estudio conjuntamente con una
categoria de malnutricion del indice de masa corporal para la edad tienen 28 veces
mas riesgo de diabetes mellitus tipo 2.

Tabla 27. Estimacion de OR-multivariada de las interacciones genéticas de los
genes biomarcadores de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 por clasificacién del
IMCE.

N° de Modelos Pruebade | CVC | OR- IC 95% Valor p

patrones precision MDR de la

de equilibrada prueba
metilacion de X2
de riesgo
de DMT2

2 GLUT4-INS 0.815 9/10 | 20.1 | (3.0-134.1) | 0.0004***

3 GLUT4-INS-IRS1 0.833 10/10 | 28.0 | (3.9-202.3) | 0.0001***

Abreviaturas: CVC, constancia de validacion cruzada; OR-MDR, odd ratio-reduccion
de dimensionalidad multifactorial; IC 95%, intervalo de confianza del 95%.
*Valores significativos.

6.8.2 Entropia genética.
El andlisis de la entropia de la interaccién de los genes y el factor ambiental, se

refiere a cuanta entropia en el estado de los casos y controles se elimina al
considerar el metiloma. El grafico presente visualiza una fuerte interaccion entre el
gen INS e IRS1, ya que la distancia de la linea que los conecta es corta y el color
azul de esta linea indica correlacion entre estos dos genes. (Figura 8).

Asimismo, se muestra que ninguno de los tres genes funciona de manera
independiente, los genes INS e IRS1 estan funcionando de manera conjunta, es
decir, si uno tiene un defecto el otro actia de forma compensatoria, también, actian
sinérgicamente pudiendo actuar al mismo tiempo, mientras que GLUT4 depende de
la accioén de los dos genes. Estas interacciones encontradas con el analisis de MDR
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apoyan la explicacion bioldgica de los tres genes biomarcadores de riesgo de
diabetes mellitus tipo 2, ya que las proteinas INS, IRS1 y GLUT4 participan en la
via de sefializacion canonica de la insulina, donde INS e IRS1 estan funcionando
de manera conjunta desencadenando la cascada de sefalizacién que permite a

GLUT4 ejercer su funcion.

GLUT4

INS1

IRS
Figura 8. Entropia genética de los biomarcadores de riesgo de diabetes mellitus tipo

2:INS, IRS1y GLUT4.

7.DISCUSION.
La forma de nacimiento mas comun entre los adolescentes de estudio fue el parto

cuya prevalencia (59.4%) es levemente superior a la prevalencia de nacimiento por
parto del estado de Morelos. La lactancia materna exclusiva fue la forma de
alimentacion de primera infancia mas predominante, lo que confiere proteccion
frente a las enfermedades cronicas no trasmisibles incluyendo la diabetes mellitus
tipo 2. Cerca de la mitad de los adolescentes que conforman la muestra de estudio
tiene algun familiar de primer grado con diabetes mellitus tipo 2.

La prevalencia de fumadores en este estudio fue del 20.5% cidra que es menor a la
encontrada en un estudio realizado en 490 estudiantes de un Colegio de Bachilleres

de Morelos en el que se inform6 que la prevalencia de fumadores fue del 27.3%
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siendo las edades donde existi6 mayor numero de adolescentes fumadores entre
14 y 15 afios [,

Por otro lado, la prevalencia de los adolescentes que beben alcohol es del 40%
siendo este valor mas bajo a la prevalencia de consumo de alcohol de los
adolescentes mexicanos del 2010, el cual corresponde al 59% (841,

Respecto a la actividad fisica, los adolescentes de estudio que siguen la
recomendacion de la OMS sobre actividad fisica conforman el 40%, comparando
esta frecuencia con la informada por la ENSANUT de medio camino 2016 es mucho
menor que corresponde al 60.5% de los adolescentes a nivel nacional. La mayoria
de los adolescentes que realizaron actividad fisica fueron hombres, informacion que
coincide con la informacion de la ENSANUT de medio camino 2016 4, La actividad
fisica es un factor que previamente ha sido reportado como factor protector contra
la DMT2, en este proyecto se encontré que para modificar el riesgo de presentar el
patrén de metilacion de riesgo de DMT2 de INS es necesario realizar actividad fisica
por mas de una hora diariamente a diferencia de los resultados de IRS1 y GLUT4
los cuales son sensibles a cambios en el riesgo de presentar este tipo de patrén
cuando se realiza actividad fisica por 30 minutos durante 3 dias a la semana, este
hallazgo puede explicarse porque IRS1 y GLUT4 se expresan ampliamente en el
tejido muscular y adiposo (6367,

En cuanto a la composicién corporal, la prevalencia de sobrepeso y obesidad
combinada de ambos sexos de la poblacion estudiantil de la secundaria de Huitzilac
corresponde a 34.9% mientras que la prevalencia de sobrepeso y obesidad
combinada a nivel nacional para este grupo etario es del 36.3%proporcion que muy
similar a la reportada en este proyecto [*4. Encontramos que la mayoria de los
adolescentes con sobrepeso ocurrid en los hombres con el 15.8% contra el 11.8%
de las mujeres, en cambio, a nivel nacional, las mujeres tuvieron la mayor
prevalencia con el 26.4% [4. Por otro lado, la prevalencia de obesidad de la
poblacion estudiantil de Huitzilac fue del 7.2%, esta prevalencia es menor a la
reportada a nivel nacional la cual corresponde al 12.8% 4. La mayoria de los
adolescentes con obesidad fueron mujeres con una prevalencia del 3.9% frente al

3.3% de los hombres, por lo que no se observé gran diferencia por sexo.
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Por lo que podemos observar, el 41.4% de la poblacion estudiantil de la secundaria
de Huitzilac tiene un problema de malnutricién, observando en esto resultados la
paradoja de la composicion corporal que se observa en el pais, ya que tenemos
ambos extremos de los problemas nutricionales: desnutricion y obesidad. Respecto
con los resultados de metilacién del DNA de los genes de estudio, se encontrd una
relacion estadisticamente significativa entre la desnutricion segun IMCE vy la
mediana del porcentaje de metilacion de GLUT4 en comparacion con el grupo de
normalidad, resultado que esperaba encontrarse debido a la teoria de Barker y a
que la maxima expresion de este gen tiene lugar en el tejido muscular. También
porque el tejido muscular ejerce un efecto regulador en la sintesis y liberacion de la
insulina, el deterioro muscular esta relacionado con una menor capacidad
mitocondrial oxidativa y anaplerética, lo que lleva a un aumento de lipidos
intracelulares con efectos perjudiciales sobre la sefializacion de la insulina y el
metabolismo de glucosa 34,

Las diferencias encontradas entre las prevalencias de adolescentes con riesgo
cardiometabdlico segun perimetro de cintura de acuerdo con la edad o indice
cintura-talla se deben a que el indice PcT posee mayor sensibilidad y especificidad
para detectar este tipo de riesgo, al considerar la medicion de la talla como punto
de comparacion personal. También el indicador PcT es ampliamente aceptado para
diagnosticar obesidad central y sindrome metabdlico en nifios y adolescentes [78],
El diagnéstico hematolégico mas grave sucedié en una mujer adolescente que
presenta obesidad central a su vez presentd deplecibn muscular grave, riesgo
cardiometabolico elevado, RBC con niveles bajos e hipometilacion de IRS1. Los
adolescentes que presentaron como diagnostico hematoldgico la poliglobulia
ocurri6 en dos adolescentes hombres de la muestra de estudio uno de ellos
presenta desnutricion, no tiene el habito de fumar e indic6 no consumir huevo, carne
de res, carne de pollo, queso ni verduras. La otra persona presenta sobrepeso, ha
fumado desde los 10 afios, tiene riesgo de prehipertension, tiene un alto consumo
de azucar proveniente de la ingesta de refresco y tiene un patrén de hipometilacion

de GLUT4 por tanto mayor riesgo epigenético de DMT2.
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La deplecién muscular en cualquiera de sus tres grados (leve, moderada o severa)
segun recuento de linfocitos totales en sangre fue relacionada significativamente
con el porcentaje de metilacion de IRS1 encontrando que los adolescentes con
deplecion muscular tuvieron un patrén de hipometilacién. Observacién corroborada
una prueba de comparacion entre grupos, donde los adolescentes con normalidad
segun recuento linfocitario tienen mayores niveles de metilaciéon de IRS1 que los
adolescentes con deplecién leve, siendo estadisticamente significativo. El patron de
metilacion de los genes de IRS1 pueden ser relacionados con los indicadores de la
biometria hematica porque la malnutricion puede alterar la estructura de la
membrana celular de los glébulos rojos, el nimero celular, provoca fragilidad
anormal de la membrana y un estado de inmunodepresion por menor cantidad de
linfocitos totales. También produce una baja afinidad de los receptores de insulina
a los eritrocitos, por lo que acorde a nuestros resultados, es probable se presente
un el patron de hipometilacion para expresar mas proteinas de IRS1 como efecto
compensatorio 5],

El patron de hipometilacion de INS tiene relacion significativa con una presion
arterial sistélica baja, en comparaciéon con los patrones de normalidad y de
hipermetilacion del gen, sin embargo, hacen falta estudios que esclarezcan el riesgo
del patrén de hipermetilacion de INS.

Referente a la alimentacion, los alimentos de mayor frecuencia de consumo en
ambos sexos son alimentos de la canasta basica mexicana como la tortilla, el arroz
y la leche, seguido por bebidas azucaradas y cereales con grasa. Estos resultados
son similares a los encontrados a nivel nacional donde el 80% de los adolescentes
consumen bebidas azucaradas y el 60% consume cereales con grasa como frituras
y postres 14, La diferencia entre los grupos de alimentos de mayor consumo segun
sexo radica en que los hombres prefieren un mayor consumo de alimentos ricos en
grasas bien sean cereales 0 azucares mientras que las mujeres prefieren un mayor
consumo de azlcares sin grasa y leguminosas, asi como también presentan una
menor frecuencia de consumo de carne de distintos animales. En el presente
proyecto se encontrd un bajo consumo de verduras y frutas, similar a lo reportado a

nivel nacional donde el consumo de verduras de los adolescentes evaluados fue del

94



26.9% 14, El consumo mensual de tortilla presenta un menor nivel de metilacion de
IRS1 en comparacion con el nivel de metilacion del grupo de consumo diario, sin
embargo, ambos niveles de metilacion se consideran de normalidad, siendo esta
relacion estadisticamente significativa. EI no consumo de arroz tiene relacion un
patron de hipermetilacion de INS mientras que el consumo frecuente de arroz a nivel
mensual, semanal o diariamente esta relacionado con un patrén normal de INS,
estas asociaciones tuvieron significancia estadistica. Los adolescentes que
habitian el consumo semanal de pan blanco tuvieron una mediana de metilacion
que se cumple con los parametros del patron de hipometilacion de GLUT4, sin
embargo, esta relacion no fue significativa. Por el contrario, el consumo mensual de
pan blanco tiene relacion con un mayor nivel de metilacion IRS1. ElI consumo
mensual de leche presenta un menor nivel de metilacién de IRS1 en comparacion
con los adolescentes que consumen leche diariamente, existiendo una diferencia
estadisticamente significativa. También se observé que no consumir leche se
relaciona el patron de hipometilacion del gen INS, siendo estadisticamente
significativo. Cabe mencionar que se observo que el grupo que consume leche al
menos una vez al mes tienen un patrén de hipermetilacion, mientras que un
consumo mas frecuente al menos una vez a la semana tienen niveles de metilacion
normales. Los adolescentes que informaron tener un consumo semanal de huevo
tuvieron una mediana de metilacion de GLUT4 que puede ser considerada como
patrén de hipometilacion, sin embargo, no tuvo significancia estadistica. Una ingesta
de azucar contabilizada de la ingesta de refresco del dia anterior a la prueba, se
encontré relacionada significativamente con el porcentaje de metilaciéon de INS
observando una media de metilacibn mayor en quienes tiene una ingesta menor a
50 gramos de azucar, sin embargo, ambas medias del porcentaje de metilacion se
encuentran dentro del patrén normal de INS, pero quienes tienen un consumo mayor
de 50 gramos presentan como media 51% de metilacion el cual es limitrofe para ser
determinado como hipometilacion del gen INS.

La hipermetilacion de INS se ha relacionado con un incremento del riesgo de DMT2,
en una investigacion efectuada con pacientes diabéticos, en comparacion con los

no diabéticos*®. En el presente estudio se observo el incremento del porcentaje de
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metilacion en el grupo de desnutricion y obesidad, ambos extremos contrarios del
estado nutricional, es bien conocido que la adiposidad central es un factor de riesgo
de DMT2, por lo que podemos deducir que este factor ambiental tiene una relacion
epigenética con la DMT2. Por otro lado, la desnutricion también esta asociada con
el riesgo de DMT?2 en la adultez sobre todo si se presenta en etapas temprana de
la vida 46, Asimismo, si encontramos un estado de hipermetilacién en este gen
podria disminuir la via de sefalizacion de la insulina por fosfatidilinositol-3-cinasa
resultado en resistencia a la insulina 87, por lo que podemos deducir que nuestros
resultados tienen sentido biologico.

En el siguiente caso, IRS1 es biomarcador de diabetes mellitus tipo 2, también se
ha asociado con obesidad puesto que se expresa ampliamente en tejido adiposo #’.
Se ha descrito que la hipermetilacién en este gen es patrén de riesgo de DMT2 48,
Sin embargo, en el presente proyecto no se encontrd una asociacion
estadisticamente significativa entre el porcentaje de metilacion de IRS1 y el estado
nutricional, nuestros datos obtenidos son similares al porcentaje de metilacion en
poblaciéon china sana #°. La falta de significancia estadistica también puede deberse
al tamafio pequefio de la poblacion ya que fueron analizadas 10 muestras de DNA
por cada categoria del IMCE, lo cual disminuye el poder estadistico de los
resultados, ademas es muy probable que se haya encontrado la metilacion basal
del gen IRS1.

En el caso del gen GLUT4 nuestros resultados mostraron menor metilacién de en
el grupo de obesidad, este hallazgo contrasta con los encontrados en un estudio
realizado en 248 mujeres coreanas, donde se analizé el porcentaje de metilacion
del DNA del promotor del gen GLUT4 a partir de una muestra sanguinea por
MSPCR y el estado nutricional, encontrando que en mujeres con un IMC normal
tenian aproximadamente un 18% de metilacién, mujeres con sobrepeso el 25% y
mujeres con obesidad un 35% mostrando un patron de hipermetilacion relacionado
con el incremento del IMC, sin embargo, esta asociacion no fue estadisticamente
significativa %°. Por otra parte, en nuestra investigacion se observé un patrén de
metilacion diferente al del grupo de obesidad, en este caso fue un estado de

hipermetilacion en el grupo con desnutricion, esto hallazgo es similar a lo observado
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en un estudio sobre programacion fetal realizado en animales, donde se encontrd
que la desnutricion materna genera hipermetilacion del DNA del promotor del
GLUT4 en las crias, provocando concentraciones séricas de glucosa e insulina mas
altas las cuales puede mantener un estado de insulinoresistencia en la edad adulta
por disminucién en la expresion del gen GLUT4 en el musculo esquelético 5.

Con respecto a la prevalencia del patrén de metilacion de riesgo de diabetes mellitus
tipo 2, los mas frecuentes fueron los genes IRS1 y GLUT4 mostrando igual
proporcion de frecuencia. Asimismo, en varios los resultados estos dos genes
mostraron el mismo nimero de individuos mostrando dependencia inferencia que
es respaldada por el dendograma de interaccion de MDR.

Una de las limitaciones del presente estudio es que el actual estatus del patron de
metilacion de riesgo de DMT2 es examinado en relacion a su nivel actual de
exposicién de las variables antropométricas, bioquimicas, clinicas y dietéticas,
siendo determinado por la frecuencia con que ocurren estos en la poblacidon
seleccionada. El tamafio de la muestra es pequefio, limitado por la frecuencia con
que se presentaron las categorias de desnutricién y obesidad segun IMCE en la
poblacion de estudio, por esta razén para mitigar el sesgo utilizamos un método de
pareo mediante las variables sexo, edad e IMCE, cabe mencionar que varios
estudios sobre metilacion del DNA de ciertos genes también presentan muestras
compuestas por menos de 50 individuos. Asimismo, el tamafio de la muestra segun
cada variable es distinto debido a que algunos adolescentes participantes no
contestaron todas las preguntas. Por lo tanto, siempre se tuvo en consideracién el
tamafio de la muestra al momento desde el momento de la planeacion hasta el
procesamiento estadistico, ya que las pruebas estadisticas efectuadas en este
proyecto fueron no parameétricas para mitigar el sesgo por el tamafo de la muestra.
Por otro lado, la frecuencia de consumo del cuestionario fue acotado debido al
tiempo permitido que la direccién de la escuela determiné para la recoleccién de
informacion con los estudiantes. La frecuencia de consumo permitid presentar el
analisis sobre el porcentaje de consumidores de alimentos con base en la frecuencia
de consumo mensual, pero no en términos cuantitativos de gramos de alimento

consumido. Sin embargo, el andlisis estadistico permitidé clasificar y analizar la
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frecuencia de consumo de los alimentos y bebidas en consumo de riesgo 0 no riesgo
epigenético de los genes biomarcadores de riesgo de DMT2: INS, IRS1y GLUTA4.
Cabe mencionar que una de la fortaleza del presente estudio radica en la
caracterizacion de los patrones de metilacion de los genes biomarcadores de riesgo
de diabetes mellitus tipo 2 INS, IRS1 y GLUT4 de una muestra de adolescentes
mexicanos mediante el método de tratamiento del DNA con bisulfito de sodio, Gold
Standard para la determinacion de la metilacion del DNA de un gen. Asimismo, se
aporté un modelo de riesgo aditivo epigenético de diabetes mellitus tipo 2, el cual
considera los patrones de interaccion entre los patrones de metilacion de los tres
genes biomarcadores de estudio y el factor de riesgo IMCE. Cabe resaltar, la
determinaciéon de la frecuencia de consumo de riesgo epigenético de los genes
biomarcadores de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 en la alimentacién de una
muestra de adolescentes de la regién centro de México. Ademas, los dos
cuestionarios empleados en este proyecto se han aplicado durante tres afios
consecutivos en otras investigaciones, han sido desarrollados y modificados acorde
a los factores de riesgo de la poblacién de Morelos. También, determinamos la
relacion de los patrones de metilacion de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 y/o el
porcentaje de metilacion de los genes biomarcadores INS, IRS1, GLUT4 vy los
distintos indicadores nutricionales de indole antropométrica, bioquimica, clinica y
dietética, asi como también de algunos factores de riesgo sociodemogréficos
importantes de diabetes mellitus tipo 2. Estos resultados que son de suma
importancia debido a que no existen estudios sobre la asociacién o relacion de los
patrones de metilacibn de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 de los genes
biomarcadores de esta patologia INS, IRS1, GLUT4 y los indicadores nutricionales
en poblacion mexicana.

8. CONCLUSIONES.

Los estudiantes de la secundaria técnica #16 de Huitzilac, Morelos son una
poblacion de riesgo de diabetes mellitus tipo 2, debido a la alta frecuencia de al
menos un patron de metilacion de riesgo de los genes biomarcadores de riesgo de
diabetes mellitus tipo 2, al alto riesgo aditivo por la interaccion de los patrones de
metilacion de riesgo de DMT2 con la desnutricion y la obesidad segun el IMCE, la
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alta prevalencia de malnutricion observada, la alta prevalencia del sedentarismo, la
baja ingesta de verduras verdes y frutas, el alto consumo semanal de azucar y el
habito de fumar un cigarro.

El patrén de metilacion de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 del gen INS tiene
asociacion y relacion con el indicador antropométrico indice de masa corporal para
la edad, el indicador clinico presion arterial sistdlica, el indicador dietético frecuencia
de consumo de verduras verdes, de arroz, de leche y de azlcar, las variables
sociodemogréficas actividad fisica, tiempo y frecuencia de actividad fisica y con los
dias que fumaron un cigarro.

El patrén de metilacion de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 del gen IRS1 tiene
relacion con el indicador antropométrico indice de masa corporal para la edad,
indicador bioquimico recuento de linfocitos totales en sangre, el indicador dietético
frecuencia de consumo de tortilla, de leche, de mole y de pan blanco.

El patrén de metilacion de riesgo de riesgo de diabetes mellitus tipo 2 del gen GLUT4
tiene relacion con el indicador antropométrico indice de masa corporal para la edad,
perimetro abdominal, con el indicador dietético frecuencia de consumo de pan
blanco y de huevo.

Se sugiere realizar estudios epigenéticos sobre los patrones de metilacion de
biomarcadores de riesgo de diabetes mellitus tipo 2, INS, IRS1, GLUT4 y los
indicadores nutricionales en una muestra mas grande para caracterizar el patrén de
metilacion de la poblacién mexicana, determinar correlaciones y asociaciones de
causalidad entre estas variables, establecer las porciones de riesgo epigenético de
diabetes mellitus tipo 2 de los alimentos mas consumidos en esta poblacién y
determinar su asociacion con otros indicadores bioquimicos y clinicos. Puesto que
existen diferencias epigenéticas segun la etnia, también es importante caracterizar
el riesgo de los patrones de hipometilacion de INS e IRS1, asi como también del
patrén de hipermetilacién de GLUT4 con respecto al riesgo de diabetes mellitus tipo

2 en poblacion mexicana.
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10. ANEXOS

Anexo 1.

Tabla 28. Fuentes alimentarias de folatos.

Alimento Porcion Cantidad de folatos
Mg
Verduras
Alcachofa mediana cocida 1 pieza 42.7
Apio crudo 1 Y taza 48.5
Acelgas crudas 2 tazas 16.8
Arugula cruda 4 taza 77.6
Bledos crudos 2 tazas 80.3
Brocoli cocido Y5 taza 46.0
Brocoli crudo 1 taza 50.2
Cebollita cambray sin raiz 3 piezas 46.1
Chayote crudo Y% pieza 93.5
Chicoria cruda 140 g. 171
Cilantro picado crudo 2 tazas 74.4
Col cruda picada 2 tazas 63.8
Coliflor cocida 1 taza 55.0
Coliflor cruda 2 tazas 45.6
Ejotes Y taza 20.8
Endivia cruda 3 tazas 183.2
Esparragos crudos 6 pieza 131
Espinaca cocida Y taza 131
Espinaca cruda picada 2 tazas 232.8
Flor de calabaza cocida 1 taza 54
Flor de calabaza cruda 4 tazas 76
picada
Lechuga 3 tazas 184.1
Perejil crudo picado 1 taza 91.2
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Alimento Porcion Cantidad de folatos
Hg
Frutas
Fresa entera 17 piezas medianas 49
Fresa rebanada 1 taza 39.8
Gajos de naranja 1 taza 45
Kiwi 1Y pieza 43.3
Mango 1taza 74.3
Naranja 2 piezas 45.7
Naranja valenciana 2 piezas 63
Platano Y% pieza 14.4
Papaya hawaina Y pieza pequeia 43.3
Papaya picada 1 taza 53.2
Uva 18 piezas 22.7
Cereales
Amaranto cocido 2 Y taza 185
Arroz inflado con cocoa Y5 taza 58.2
Hojuelas de maiz Ystaza 109.3
Hojuelas de maiz 1/3 taza 106.5
azucaradas
Papa picada Yataza 2.5
Pan integral de trigo 1 rebanada 7
Leguminosas
Frijoles blancos Y5 taza 313
Frijoles negros Y taza 382
Frijoles pintos Y taza 452
Frijoles rojos Y taza 339
Habas Y5 taza 52.7
Lentejas Y5 taza 126
Garbanzos Y5 taza 457
Soya 57 gramos 214
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Alimento Porcion Cantidad de folatos

Hg

Alimentos de origen animal

Higado de pollo 30 gramos 177

Huevo 1 pieza 23

Boqueron crudo 45 gramos 4

Lacteos

Leche 1 taza 12

Yogur 1 taza 16

Grasas sin proteina

Aguacate 1/3 piezas 47

Grasas con proteina

Cacahuate 13 piezas 29
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
STADO DE MORELOS

Anexo 2.

Universidad Autonoma del Estado de Morelos.

Facultad de Enfermeria Facultad de Nutricién Facultad de Farmacia

-
\——/i‘u/mr/ .. y , ., . »
de Farmacia Cuerpo Académico “Enfermeria: Educacion, cuidado y salud”.

Coordinan el proyecto de investigacion

“Valoracion de la salud en adolescentes estudiantes de secundaria en

Huitzilac, Morelos”
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Estimado padre de familia:

Le agradecemos su atencion y le invitamos a autorizar la participacion de su(s)
hijo(s) o hija(s) en el estudio que se explica en esta carta, en el que se incluird a
estudiantes inscritos a la secundaria técnica #16 de Huitzilac, Morelos.

El objetivo de este estudio es:

Analizar la percepcibn de estilos de vida saludables, asi como aspectos
nutricionales tales como marcadores genéticos, microbiota, hemoglobina y glucosa,
asi como otros factores de riesgo relacionados, en adolescentes estudiantes de
secundaria en el estado de Morelos en el periodo 2016-2017

En que nos apoyara:

v/ Responder un cuestionario sanguinea, polimorfismos en
v Permitirnos  obtener  una genes y otros marcadores.
muestra de sangre (9 ml) el v Muestra de copro
equivalente a una cucharada, v/ Antropometria: Peso y estatura
de la que obtendremos: v Presion arterial

Biometria hematica, quimica
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¢Por qué hacemos el estudio?

La diabetes, el sobrepeso, la obesidad y la hipertensién han llegado a niveles muy
elevados en todos los grupos, de la poblacion. Con base en la ENSANUT 2012, la
diabetes mellitus afecta actualmente al 9.2% de la poblacion del pais, lo que
representa un incremento del 2.2 puntos porcentuales respecto del 2006. Dado su
papel como causa de enfermedad, la obesidad aumenta la demanda por servicios
de salud y afecta el desarrollo econémico y social de la poblacion.

Existen diversos factores de riesgo para padecer Diabetes Mellitus tipo 2,
destacando el estilo de vida y los factores génicos. Hay estudios en los que se
asocian a distintas poblaciones con algunos polimorfismos en genes (TCF7L2,
HHEX, EXT2, SLC30A8, PPAR-Y2, UCP-3 Y ADIPO), sin embargo, no existen
estudios en poblacién infantii mexicana donde se realicen asociaciones con
modelos aditivos para determinar si existen asociaciones entre variantes alélicas de
alguno o de todos los genes antes mencionados con la diabetes mellitus tipo 2.

La microbiota intestinal se define como el conjunto de microorganismos vivos que
colonizan el intestino y se ha considerado un 6rgano mas, integrado en la fisiologia
del individuo. Estudios recientes han demostrado que diversas enfermedades que
tienen poca relacién aparente con el intestino conllevan a cambios notables en la
microbiota, como la obesidad, la diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares,
encefalopatia hepatica y mas recientemente la esquizofrenia y el autismo, debido a
gue se han encontrado interacciones entre la microbiota intestinal y el sistema
nervioso central.

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

Riesgos:

En general no se corre ningun riesgo, salvo que algun nifio sea intolerante a los
materiales que se utilizan para el equipo médico.

Beneficios:

Directamente, el Unico beneficio que obtendra el participante sera el obtener sin
costo alguno sus analisis de sangre (biometria hematica de 6 elementos y quimica
sanguinea, glucosa en sangre), de igual manera tendra la valoracion indirecta de

una nutriéloga.
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Cualquier duda que tenga, los investigadores del proyecto se daran a la tarea de
resolverla.

Contribuira con el incremento en el conocimiento ya que los resultados seran
utilizados con fines de investigacién, por lo que serdn publicados en alguna revista
de reconocido prestigio.

Consideraciones éticas.

La informacién obtenida serd vigilada por los investigadores con estricta
confidencialidad, por lo que los nombres de sus hijos seran eliminados de la base
de datos y solo seran identificados por un folio identificador.

Se respetaran los principios éticos de Beneficencia, Justicia y Respeto por las
personas, por lo que los nifios solo serdn valorados si ellos lo autorizan
(asentimiento informado) y solo se invitara a aquellos cuyos padres autoricen su
participacion (consentimiento informado), ademas, podran retirar su informacion del
estudio en cualquier momento sin temor de actitudes represivas por parte de las

autoridades escolares ni del personal de salud.

Muchas gracias por su participacion.

Para cualquier duda, comentario o sugerencia, por favor comuniqguese:

De lunes a viernes de 9:00 am a 15:00 hrs

Dra. Maria Alejandra Terrazas Meraz o

M. en C. Paola Adanari Ortega Ceballos, Profesoras Investigadoras de Tiempo
completo de la Facultad de Enfermeria de la UAEM

Teléfonos: (777) 329 7000 ext. 3335 (777) 322-9632

Correo electronico maria.alejandra@uaem.mx

O acudir a Calle Pico de Orizaba N°. 2, Colonia Los Volcanes,
C.P. 62350, Cuernavaca, Mor.

A través de esta carta de consentimiento informado, autorizo que mi (s) hijo (a/s)
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Participen en el proyecto de investigacion, haciendo constar que lei y entendi esta
carta cuyo contenido es el mismo del triptico que se me entregd, que se me
explicaron los objetivos del estudio y que se me resolvieron las dudas planteadas;
en el entendido de que se utilizara la informacion obtenida exclusivamente para
fines de investigacion y de que se me entregara copia de los resultados clinicos (BH
y QS) que se obtengan.

FIRMAS.

Nombre:
MADRE, PADRE O TUTOR Nombre del (de los) nifios que autorizo

Dra. Maria Alejandra Terrazas Meraz

MTRA. FLAVIA URQUIZA MONDRAGON Investigador responsable del proyecto

DIRECTORA DE LA ESCUELA SECUNDARIA TECNICA
#16, HUITZILAC, MORELOS

Folio: Cuernavaca, Morelos a 13 de abril del 2016
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