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RESUMEN

La enfermedad por higado graso no alcohélico (NAFLD) es un trastorno metabdlico que se
caracteriza por la acumulacién excesiva de lipidos en el citoplasma de los hepatocitos.
Estudios recientes han demostrado que su frecuencia es mayor en hombres mayores de 50
anos, en mujeres con pre-menopausia y en poblacion de origen mexicano.

Una caracteristica de las personas que presentan NAFLD es la alta frecuencia de
comorbilidades metabdlicas y estas podrian ejercer una presidn creciente sobre los sistemas
de atencion médica debido a su necesidad de tratamiento. Dentro de las comorbilidades
metabdlicas, una de las principales enzimas relacionadas con el dafo hepatico son las
transaminasas, enzimas esenciales para la produccién de aminoacidos necesarios para la
sintesis de proteinas en el higado. Se relacionan con dano hepatico porque si estas son
liberadas en el suero se podria producir una lesién hepatocelular o apoptosis.

Aunque se sabe poco sobre los factores genéticos que afectan el desarrollo de NAFLD,
recientemente se demostré que la variante sin sentido rs2642438 del gen MTARC1
(Mitochondrial amidoxime reducing component 1) anteriormente conocido como MARCT, se
asocia con la proteccion contra enfermedades hepaticas y principalmente cirrosis. La
variacion genética en MTARCT esta asociada con bajos niveles de colesterol en la sangre,
enzimas hepaticas y grasa hepatica reducida, lo que sugiere que la deficiencia de MTARC1
puede estar asociada con el desarrollo de enfermedades hepaticas. El SNV rs2642438 del
gen MTARCT es una variante que aumenta las concentraciones de fosfatidilcolinas hepéticas
y disminuye la gravedad de NAFLD.

Al saber la importancia de MTARCT1 y su variante rs2642438, el objetivo principal de este
estudio fue evaluar la asociacion del SNV rs2642438 del gen MTARC1 con los niveles de
transaminasas (ALT y AST), en un estudio de Cohorte de Trabajadores de la Salud, en una
poblacién de 1,949 participantes pertenecientes al Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), localizado en Cuernavaca, Morelos.

Los datos demograficos se obtuvieron de un cuestionario auto aplicado. Las dislipidemias se
determinaron de acuerdo a los criterios de Adult Treatment Panel Il (ATP-Ill). Las
determinaciones bioquimicas se obtuvieron mediante una muestra de sangre. La
genotipificacion del SNV rs2642438, se realizé mediante un ensayo predisefiado TagMan en
un sistema de PCR en tiempo-Real QuantStudio 7 y posteriormente un analisis estadistico
que incluy6 equilibrio de Hardy- Weinberg (HWE) mediante la prueba de chi-cuadrado entre
otros.

Al analizar los resultados de la asociacién del SNV rs2642438 del gen MTARC1 con los
niveles de transaminasas en la Cohorte de Trabajadores de Salud del estado de Morelos no
se encontrd una asociacién directa entre estos, pero si con el perfil lipidico al presentar una
asociacién de riesgo para hipertrigliceridemia y se puede sugerir que la variante rs2642438
influye en la disfuncién endotelial siendo de gran utilidad estos resultados para la prediccion
a desarrollar enfermedades relacionadas con higado graso.
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1. ANTECEDENTES

1.1 Higado graso no alcohélico (NAFLD)

El higado es un érgano multifuncional de fisiologia compleja; entre sus principales funciones
esta el metabolismo de lipidos, carbohidratos y proteinas, el metabolismo energético y la
eliminacion de toxinas [1, 2]. La enfermedad por higado graso no alcohdlico (Non-alcoholic
fatty liver disease, NAFLD, por sus siglas en inglés), es un trastorno metabdlico que se
caracteriza por la acumulacién excesiva de lipidos (acidos grasos, triglicéridos y colesterol)
en el citoplasma de los hepatocitos, asociada con resistencia a la insulina, se presenta
principalmente en personas que no tienen un consumo significativo de alcohol, medicamentos
hepatotoxicos, u otra causa conocida [3,4].

La NAFLD es una enfermedad crénica frecuente a nivel mundial, con una prevalencia
estimada entre el 17 y 46%. Estudios recientes han demostrado que su frecuencia es mayor
en hombres que en mujeres, y es altamente frecuente en poblacidén mexicana [5]. Su causa
es desconocida; sin embargo, se ha asociado con obesidad y diabetes. La Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion (ENSANUT) en 2012, mostré que el 30% de la poblacién mexicana
presentaba obesidad y diabetes (37.5% en mujeres y 24.8% en hombres), de los cuales, entre
el 50-60% también padecia NAFLD [6,7, 8].

La NAFLD se puede clasificar de dos formas: en higado graso simple y esteatosis hepatica
no alcohdlica. La primera, se caracteriza por la acumulaciéon excesiva de grasa en el higado
con poca o ninguna inflamacion. La segunda, presenta inflamacién, acumulacion de grasa y
danos en el tejido. Este dafo puede causar fibrosis o cicatrizacion hepatica; ademas, puede
ser un factor de riesgo para desarrollar otras comorbilidades como cirrosis o cancer de higado
[9].

1.2 Diagnéstico clinico de NAFLD

Las personas con NAFLD comunmente no presentan sintomas, aunque algunos describen
fatiga, nduseas y dolor en el cuadrante superior derecho del abdomen [10]. De acuerdo a la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el diagnéstico de NAFLD se realiza mediante un
estudio de bioquimica hepética en sangre, estableciendo parametros de referencia como
niveles altos de alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), proteina
total, entre otros (Tabla 1) [9]. La biopsia hepatica es un factor clave para el diagnostico de
NAFLD; sin embargo, existen técnicas como el ultrasonido, tomografia computarizada o
resonancia magnética, mediante las cuales se puede confirmar con un alto grado de precision
[10].

Las principales enzimas relacionadas con el dafio hepatico son las transaminasas o
aminotransferasas que son esenciales para la produccion de aminoacidos necesarios para la
sintesis de proteinas en el higado. Los niveles altos de estas enzimas en sangre, son
marcadores de lesion hepatocelular. En procesos inflamatorios agudos con necrosis de
hepatocitos, las enzimas ALT, AST funcionan como marcadores sensibles de lesion hepatica
[9, 11].




Tabla 1. Enzimas hepaticas para el diagnéstico de NAFLD.

Abreviatura Enzima Valores de Funcion
referencia

ALT Alanina 5-40 U/L Participa en la conversién de proteinas en
transaminasa energia para las células hepaticas.

AST Aspartato 10-40 U/L Participa en el metabolismo de aminoécidos.
transaminasa

GGT Gamma-glutamil 5-80 U/L Participa en el metabolismo del glutation y el

transferasa transporte de aminoacidos.
GPT Glutamato- 5-40 U/L Participa en el metabolismo de proteinas.
piruvato

transaminasa

Valores de referencia sugeridos por Diagnosing Liver Disease y American Liver
Foundation. 2022 [8]. U/L, Unidades por Litro.

1.3 Fisiopatologia de NAFLD

La principal caracteristica de NAFLD es la acumulacién de triglicéridos en el citoplasma de
los hepatocitos. Esto surge de un desequilibrio entre la captacion de acidos grasos y la
lipogénesis; es decir, la oxidacion y exportacion de &cidos grasos mitocondriales hacia las
particulas de lipoproteinas de baja densidad (VLDL) [9].

La fisiopatologia del NAFLD es un proceso de dos etapas. Inicialmente se presenta un
aumento de lipdlisis periférica en individuos con resistencia a la insulina, o que produce un
incremento de acidos grasos libres, que, al ser captados por el hepatocito, aumenta los
niveles de triglicéridos en el citoplasma y produce esteatosis de macrovacuola con
desplazamiento del nucleo a la periferia [12]. La resistencia a la insulina provoca un cambio
metabdlico aumentando la lipdlisis en el tejido adiposo, lo cual genera un mayor flujo de
acidos grasos libres hacia el higado. Esto provoca un aumento en la reesterificacion de &cidos
grasos y en la lipogénesis hepatica. También existe un decremento en la oxidacion de acidos
grasos y una disminucién en la exportacion de VLDL [13].

En la segunda etapa, hay toxicidad por acumulacién de lipidos, que induce una respuesta de
estrés oxidativo en el higado, y desencadena procesos inflamatorios. El estrés oxidativo
origina la liberacién de catepsinas lisosomales, la disfuncion mitocondrial, el estrés del reticulo
endoplasmico y la apoptosis celular; produciendo asi la inflamacién que activa a las células
estrelladas (células de Ito o adipocitos hepaticos) y el depdsito de colageno en los sinusoides
hepaticos, siendo muy variable la posibilidad del higado de recuperarse de este dafo. Esto
puede resultar en muerte celular necrética, apoptosis y conducir a esteatohepatitis vy,
posteriormente, a fibrosis. Lo cual a su vez predispone a la aparicion de cirrosis y en muchos
casos puede derivar a hepatocarcinoma [13].

El incremento de los acidos grasos libres en el hepatocito desencadena mecanismos de
estrés oxidativo (aumento de hierro, activacion de citocromo P450, aumento de B- oxidacion
mitocondrial, estimulaciéon de lipo-oxigenasa y factor de necrosis tumoral). Este incremento
llevara a la activacion de factores pro inflamatorios y de necrosis celular, y activara las células
estrelladas que son precursoras de fibrosis hepatocitaria (Figura 1) [12, 14].
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Figura 1. Patogénesis de esteatosis no alcohdlica y sus complicaciones. A) Incremento de la lipolisis por
resistencia a la insulina. B) Aumento el flujo de acido grasos libres (AGL) hacia el higado. C) El incremento de la
lipogénesis y la resterificacion reduce la oxidacién de los acidos grasos y D) Acumulacién de triglicéridos (TG). E)
Generacién de esteatosis hepatica no alcohdlica por acumulacién excesiva de TG, F) Lipotoxicidad y estrés
oxidativo. G) Exacerbacion de inflamacion cronica, H) Progresion a fibrosis, cirrosis y cancer hepatico. Imagen
tomada de Aguilera-Méndez, 2017. [14].

1.4 Factores de riesgo ambientales

No se conoce con certeza la causa de NAFLD; sin embargo, estudios epidemiolégicos han
sugerido que esta enfermedad es multifactorial, depende de multiples factores genéticos
como se menciona mas adelante y factores ambientales como en personas que padecen
diabetes tipo 2, obesidad, resistencia a la insulina, dislipidemias o en personas con hepatitis
C [9]. Ademas, el desarrollo de esta enfermedad, esta relacionada con las dietas
hipercaldricas, mayor ingesta de acidos grasos saturados y acidos grasos poliinsaturados
[15].

1.5 Factores genéticos asociados a NAFLD

Los factores genéticos que desencadenan el desarrollo o la progresion de NAFLD juegan un
papel importante. La heredabilidad de la enfermedad ha sido demostrada en estudios entre
familias y gemelos, revelando una amplia variabilidad inter-étnica e inter-individual [13].
Previos estudios (Tabla 2) han determinado que NAFLD se presenta en personas portadoras
de genes asociados a dano hepéatico como PNPLA3, TM6SF2 y MBOAT?7, demostrando que
aumentan su heredabilidad hasta un 27% [16,17].



Tabla 2. Algunos genes asociados con la enfermedad NAFLD.

Gen n Resultados Valor de | Referencia
pacientes p
361 Asociacion con un efecto sobre las | p= 0.029 [ 18]
probabilidades de desarrollar NAFLD.
TM6SF2 515 Asociacion con un aumento de AST y ALT. | p = 0,011 [19]
120 Asociacién con la oxidacién de nutrimentos, | P= 0.006 [20]
glucosa y niveles lipidicos.
PNPLA3 | 515 Mostraron un aumento en las enzimas AST | p= 0,002 [19]
y ALT. El gen se relacioné con alto grado de
esteatosis.
TM6AF 3260 El gen asociado con la esteatosis y | p= 0,03 [21]
E167K alteraciones lipidicas.
FGF-21 Prueba en | Relacion de dafo hepatico croénico, | P< 0.05 [22]
ratones sobretodo en la acumulacién de grasa en
higado y aumento de triglicéridos.

AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanina aminotransferasa; Se consideré estadisticamente
significativo P < 0.05.

1.5.1 Asociacion del SNV rs2642438 del gen MTARC1 con NAFLD

El gen MTARC1, también conocido como MARCT, esta localizado en el locus 1941 del
cromosoma 1. Este gen codifica el Componente Reductor de Amidoxima Mitocondrial 1 que
se encuentra en la membrana mitocondrial externa [16,21]. En la Tabla 3 se muestran
algunos de los estudios con la variacién genética en MTARC1 asociada con bajos niveles de
colesterol en la sangre, enzimas hepaticas, grasa hepatica reducida y proteccion contra
cirrosis, lo que sugiere que la deficiencia de MTARC1 puede estar asociada con el desarrollo
de enfermedades hepaticas [16].

Tabla 3. Estudios del gen MTARC1 relacionados con enfermedades hepaticas.

Gen N pacientes Resultados Referencia

3,754 Presentaron niveles bajos de colesterol en la sangre, [13]
niveles bajos de enzimas hepaticas y grasa hepatica.
1,252 Protege de la mortalidad relacionada con el higado de [23]
una manera dependiente de la presencia del alelo de
MTARC1 proteccién. Por cada alelo menor rs2642438, el riesgo de
desarrollo de NAFLD se redujo hasta en un 15 %.

1,450 El alelo menor rs2642438G>A en MTARC1 se asoci6 con [24]
un menor grado de esteatosis hepatica. Este gen esta
asociado con NAFLD pediatrica menos grave.

El SNV rs2642438 es una variante missense; es decir, es un cambio puntual de un solo
nucleotido, en un coddn que codifica para un aminoacido diferente. A cada posible variacion
se le denomina alelo, en este SNV los alelos que puede presentar son A/G, de acuerdo con
lo reportado en la base de datos de 1000 Genomas. Esta variante aumenta las
concentraciones de fosfatidilcolinas hepaticas y disminuye la gravedad de NAFLD [25].




2. JUSTIFICACION

La NAFLD es una de las principales causas de enfermedad hepdtica cronica, con una
prevalencia global estimada del 24 % [26]. NAFLD es la acumulacién de exceso de grasa en
el higado, sin una causa secundaria aparente (por ejemplo, consumo significativo de alcohol,
uso de medicamentos esteatogénicos o trastornos genéticos) [27]. La NAFLD varia desde la
esteatosis hepatica simple hasta la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), caracterizada por
inflamacién hepatica y lesion hepatocelular. NAFLD y NASH pueden progresar a cirrosis y
carcinoma hepatocelular (CHC) [14, 28]. Por otro lado, la ALT y la AST son enzimas hepéaticas
comunes, que podrian liberarse en el suero si se produjera lesion hepatocelular o apoptosis.
Sin embargo, la ALT es un marcador mas especifico del higado que la AST, ya que la AST
esta ampliamente distribuida no solo en los hepatocitos, sino también en el musculo
esquelético, el corazén, los rifiones, etc. [29]. De hecho, la ALT se ha considerado a nivel
mundial como un biomarcador fiable de la enfermedad hepatica. Los estudios han sugerido
que incluso una elevacion sérica leve de ALT también puede indicar la existencia de dano
hepatico [30, 31]. La actividad de estas transaminasas es reflejo de la actividad metabdlica
en los tejidos en los cuales se expresan, y representan la relacién importante entre el
metabolismo de carbohidratos y proteinas [32].

El mecanismo bioquimico de NAFLD es complejo e incluye acumulo de triglicéridos,
resistencia a insulina, desregulacion del metabolismo de lipidos, estrés oxidativo por
disfuncién mitocondrial y per-oxidacion lipidica, asi como disfuncion de respuesta inmune
innata. Estos procesos se encuentran asociados con multiples polimorfismos en genes, es
por eso que, la genética puede ser un determinante de riesgo y severidad del desarrollo de
NAFLD [33].

En un estudio reciente de asociaciéon del exoma, Emdin et al. Identificaron a la variante
rs2642438 en el gen MTARC1, como un factor de riesgo para la NAFLD y cirrosis [13].

Predecir qué individuos progresan de NAFLD a una enfermedad hepética mas avanzada
sigue siendo dificil de evaluar, y encontrar marcadores pronésticos sigue siendo un objetivo
importante. Por lo tanto, la identificacion de biomarcadores clave que podrian mejorar la
deteccion no invasiva de NAFLD y el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento que
reduzcan la incidencia y la mortalidad de la enfermedad hepatica cronica seria un gran
beneficio para la salud publica.




3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la asociacion del SNV rs2642438 del gen MTARC1 con los niveles de transaminasas
(ALT y AST), en un estudio de cohorte de trabajadores de la salud.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar si los niveles de transaminasas son afectados por los genotipos del SNV
rs2642438 del gen MTARC1, en adultos Trabajadores de la Salud.
e FEvaluar si el SNV rs2642438 del gen MTARC1 se asocia con el perfil lipidico en la
poblacion de estudio.

4. HIPOTESIS

La variante rs2642438 del gen MTARC1 esta asociado con menor riesgo de presentar niveles
elevados de transaminasas (ALT/AST) en adultos mexicanos del estado de Morelos.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe asociacion entre la variante rs2642438 del gen MTARC1 con los niveles de
transaminasas y el perfil de lipidos en plasma en adultos mexicanos?




6. MATERIALES Y METODOS

Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica, investigacion y Bioseguridad del
INMEGEN y el Comité de Etica e Investigacion del IMSS (N° 12CEI 09 006 14). Todos los
participantes dieron su consentimiento informado por escrito antes de su inclusion. El estudio
se realizé de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki.

6.1 Poblacion de estudio

Este proyecto se desarrollé6 con datos provenientes de 1,949 individuos pertenecientes al
estudio de “Cohorte en Trabajadores de la Salud (CTS).” La CTS consiste en meédicos,
académicos, administrativos y sus familiares, pertenecientes al Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS), localizado en Cuernavaca, Morelos. El objetivo de esta cohorte se enfoca en
el andlisis de la asociaciéon entre factores genéticos y el estilo de vida. Los detalles de esta
poblacién han sido descritos previamente [34]. Los datos incluidos en este proyecto provienen
del segundo periodo de recoleccién de muestras (2010-2012) y de individuos con muestra de
DNA disponible. Los criterios de seleccién para los participantes de este estudio se muestran
en la Tabla 4.

Tabla 4. Criterios de seleccion de individuos de la Cohorte de Trabajadores de la Salud.

Inclusion Exclusion Eliminacion
Individuos: Individuos: Individuos:
e Que no cuenten con datos e Que decidan

e Mayores de edad (>18 clinicos y demograficos retirarse del

anos). completos. estudio.
e Con datos clinicos y e Con datos del genotipo

demogréficos completos. faltante.
e Con muestrade DNAy e Que no hayan firmado el

suero disponible. consentimiento informado.
e Que hayan firmado el

consentimiento informado.

6.2 Parametros demograficos

Los datos demogréficos se obtuvieron de un cuestionario auto aplicado que incluyé datos
sobre el estado de actividad fisica, alcoholismo, dieta, indice de masa corporal (IMC), entre
otros [34].

6.3 Parametros bioquimicos

Las dislipidemias se determinaron de acuerdo a los criterios de Adult Treatment Panel Il
(ATP-I111) [12]. Hipercolesterolemia =200 mg/dL; hipertrigliceridemia 2150 mg/dL, HDL-c bajo
<40 mg/dL para hombres y >50 mg/dL para mujeres; niveles elevados de LDL-c >100 mg/dL.
Las enzimas hepaticas ALT y AST fueron cuantificadas utilizando una prueba comercial y
fueron considerados normales los valores <40 U/L [35, 36].




6.4 Obtencion de muestra bioldgica y aislamiento de ADN

Para las determinaciones bioquimicas se obtuvo una muestra de sangre periférica de cada
individuo después de un periodo de ayuno de 8 h. Se determinaron los niveles de glucosa,
triglicéridos y colesterol total en sangre. Los niveles de glucosa se evaluaron con el método
de glucosa oxidada. Los triglicéridos por método colorimétrico tras la técnica de hidrélisis
enzimatica con lipasas y el colesterol unido a HDL-c por eliminacién de quilomicrones y
posterior catalasa. Estos procedimientos de laboratorio se estandarizaron de acuerdo con la
Federacion Internacional de Quimica Clinica y Medicina de Laboratorio [36]. EI ADN se extrajo
de la sangre periférica utilizando el kit PUREGENE QIAGEN de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (Anexo A).

6.5 Genotipificacion del SNV rs2642438

La genotipificacion del SNV rs2642438 (C__ 1235772_10), se realizd mediante un ensayo
predisefiado TagMan SNV Genotyping (Applied Biosystems, Massachusetts, MA, EE. UU.).
En un sistema de PCR en tiempo-Real QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR (Applied
Biosystems, Massachusetts, MA, EE. UU.) (Anexo B y C). La asignacion de los genotipos de
las variantes genéticas se realizé mediante el software SDS version 2.2.1.

6.6 Analisis estadistico

Para el analisis descriptivo se estratificO a la poblacion por sexo y genotipo del SNV
rs2642438. Las variables sociodemogréficas y bioquimicas continuas se presentaron como
medianas y rango intercuartilico (percentil 25-75). Las variables categoéricas se presentaron
como porcentajes. Para investigar las diferencias en las caracteristicas de los participantes,
comparamos las variables continuas mediante la prueba ANOVA vy las variables categoricas
mediante pruebas de chi-cuadrada. Evaluamos la asociacién entre el SNV rs2642438 con los
niveles de las enzimas hepaticas (ALT/AST) y con cada parametro lipidico (triglicéridos,
colesterol total, LDL-c y HDL-c) mediante modelos lineales. Para estimar la asociacién entre
la variante genética, calculamos los odds ratio (OR) e intervalos de confianza (IC) del 95%
con un modelo de regresién logistica multinomial. El andlisis de asociacion se ajusté por
posibles variables confusoras como la edad, el sexo, el IMC, la actividad fisica, el consumo
de alcohol y el tabaquismo. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software
estadistico STATA version 14.0 (StataCorp LP, College Station, TX, EE. UU.). Se consider6
un valor significativo de P <0.05.




7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas demograficas de la poblacion de estudio

Este estudio incluy6 1,949 pacientes, de los cuales 579 fueron hombres (30%). Las
caracteristicas clinicas y demograficas estratificadas por sexo, mostraron que los hombres
presentaron mayor sobrepeso, niveles de enzimas hepéticas (ALT/AST), niveles de
triglicéridos e ingesta energética de la dieta, en comparacion con las mujeres. Sin embargo,
las mujeres presentaron mayor obesidad, niveles de colesterol total, HDL-c y LDL-c, a
diferencia de los hombres (p < 0.05) (Tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y demograficas de la poblacién de estudio estratificada por sexo

(n=1,900).
Caracteristicas Hombres Mujeres Valor
n=579 n=1 ,321 P

Edad (afos) 2 46.3 52.3 <0.001
IMC (kg/m?)a 26.6(24.3-29.2) 26.9(24.1-30.3) 0.115
Sobrepeso % 48.7 40.4 0.0008
Obesidad % 19.9 26.3 0.0028
Act. fisica 1.7(0.4-5) 1.1(0.2-3.5) <0.001
(horas/semana)%
Fumador actual % 20.9 8.9 <0.001
ALT (U/L)2 25(19-35) 20(15-29) <0.001
AST (U/L)2 25(21-31) 23(20-30) 0.0001
Colesterol total 192(168-222) 199(172-226) 0.0003
(mg/dL)e
HDL-c (mg/dL)2 39(34-46) 46(39-54) <0.001
HDL-c bajo %¢ 51.8 64.0 <0.001
LDL-c (mg/dL)2 115(96-144) 121(99-146) 0.007
LDL-c alto %° 70.5 74.2 0.094
Triglicéridos (mg/dL)2 168(119-245) 150(109-201) <0.0001
Tto. hipolipemiante% 11.5 13.9 0.154
Dieta
Ingesta energética 1936(1457-2549) 1687(1242-2221) <0.001
(kcal/dia)2
Carbohidratos (% 64.6(58.1-70.5) 66.5(60.6-71.8) <0.001
energia)?
Proteina (% energia)? 12.3(10.6-14.1) 12.5(11.0-14.3) 0.061
MUFAs (% energia)? 8.4(6.8-10.5) 8.6(7.0-10.4) 0.210
PUFAs (% energia)? 1.8(1.5-2.2) 1.9(1.6-2.2) 0.199
Alcohol (g/dia)2 2.8(0.6-7.5) 0.6(0-1.8) <0.001

Abreviaturas: Indice de Masa Corporal (IMC); Lipoproteina de Alta Densidad (HDL-c); Lipoproteina de Baja
Densidad (LDL-c); Alanina Aminotransferasa (ALT); Aspartato Aminotransferasa (AST); Acidos grasos
Monoinsaturados (MUFA); Acidos Grasos Poliinsaturados (PUFA). Se utiliz6 la prueba U Mann Whitney. Se

consider estadisticamente significativo P < 0.05, @Mediana (P25-P75); ® Colesterol total alto > 200 mg/dL; ¢ HDL-
¢ bajo <40 mg/dL para hombres y <50 mg/dL para mujeres; ¢ LDL-c alto > 100 mg/dL triglicéridos altos > 150
mg/dL.




7.2 Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio estratificada por sexo y
genotipo de la variante rs2642438

Cuando estratificamos los datos demograficos por sexo y genotipo de la variante rs2642438,
observamos que los hombres con al menos un alelo rs2642438-A, presentaron mayor
porcentaje de sobrepeso (sin diferencia significativa), y niveles altos de triglicéridos (p>0.053)
comparados con los hombres no portadores. Los niveles de las enzimas hepaticas ALT y AST
y del perfil de lipidos no variaron entre portadores y no portadores de la variante, y se
encontraron dentro de los parametros normales establecidos por la OMS y ATP-IlI [26,33].
En mujeres solo se observd que los niveles de colesterol se encuentran en el limite los
parametros establecidos por la OMS y ATP-IIl (p>0.032) y una ingesta de alcohol significativa
(p>0.014) (Tabla 6).

En la poblacion total, se observo la frecuencia de alelo menor del SNV rs2642438 en un 17%.
El SNV rs2642438 estuvo en equilibrio HWE (p>0.05).

Tabla 6. Caracteristicas de la poblacién de estudio por sexo y genotipo del SNV rs2642438

(n=1,949).
Hombres, n=592 Mujeres, n=1,357
Caracteristica GG GA+AA pr GG GA+AA pr
n=414 n=178 n=903 n=454
Edad (afos)?2 46 46 0.715 54 53 0.984
IMC (kg/m?)2 26.5 26.6 0.795 26.9 26.7 0.706
Sobrepeso % 46.9 53.4 0.147 401 41.6 0.600
Obesidad % 20.5 18.0 0.484 26.0 26.0 1.000
Actividad fisica (hr/sem)a 1.7 1.7 0.371 0.9 1.1 0.315
Fumador % 20.6 23.0 0.513 9.8 7.8 0.228
ALT (U/L)a 25 25 0.979 21 20 0.544
AST (U/L)a 24 25 0.688 24 23 0.123
Colesterol (mg/dL)® 191 192 0.718 200 196 0.032
(166-223) (171-217) (175-231) (170-223)
HDL-c (mg/dL)c 40 39 0.127 46 46 0.836
(34-46) (34-44) (39-54) (39-54)
LDL-c (mg/dL)¢ 115 116 0.875 122 119 0.143
(95-145) (100-138) (100-149) (99-143)
Triglicéridos (mg/dL)e 164 177 0.053 152 149 0.370
(116-234) (128-277) (110-204) (107-197)
Dieta
Ingesta energética 1934 1987 0.913 1698 1671 0.435
(kcal/dia)a
Carbohidratos (g/dia)2 64.7 63.7 0.232 66.8 66.1 0.121
(58.4-70.3) (57.3-70.6) (60.6-72.6)  (60.6-70.4)
Proteinas (g/dia)a 12.4 12.3 0.940 12.5 12.4 0.443
(10.6-14.1)  (10.5-14.1) (10.9-14.2)  (10.9-14.2)
MUFAs (g/dia)2 8.5 8.9 0.572 8.5 8.8 0.037
(6.8-10.2) (6.9-10.5) (6.9-10.3) (7.4-10.5)
PUFAs (g/dia)2 1.8 1.8 0.856 1.8 1.9 0.066
(1.5-2.2) (1.5-2.2) (1.6-2.2) (1.6-2.3)
Alcohol (g/dia)2 2.7 3.1 0.306 0.6 0.8 0.014
(0.4-7.5) (0.8-7.6) (0-1.7) (0.04-2.2)

Abreviaturas: Indice de Masa Corporal (IMC); Lipoproteina de Alta Densidad (HDL-c); Lipoproteina de Baja
Densidad (LDL-c); Alanina Aminotransferasa (ALT); Aspartato Aminotransferasa (AST); Acidos grasos
Monoinsaturados (MUFA); Acidos Grasos Poliinsaturados (PUFA). Se utilizé la prueba U Mann-Whitney. Se

consideré estadisticamente significativo P < 0.05, @Mediana (P25-P75); ® Colesterol total alto > 200 mg/dL; ¢ HDL-
¢ bajo <40 mg/dL para hombres y <50 mg/dL para mujeres; ¢ LDL-c alto > 100 mg/dL e triglicéridos altos > 150
mg/dL.




7.3 Asociacion del SNV rs2642438 del gen MTARC1 con niveles de transaminasas en
la poblacion de estudio.

Se analiz6 la asociacién entre el alelo A de la variante rs2642438 con los niveles de
transaminasas (AST y ALT) en la poblacion, estratificada por sexo. Nuestros resultados no
mostraron asociacién significativa en hombres y mujeres (Tabla 7).

Tabla 7. Asociacion del SNV rs2642438 con niveles de transaminasas en la poblacion de estudio

(n=1,949).
Hombres Mujeres Hombres Mujeres
AST ALT AST ALT AST* ALT* AST* ALT*
Modelo B OR OR OR OR
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Aditivo 0.003 0.01 -0,03 -0.02 1.47 1.07 0.79 0.77
(-0.05,0.06) (-0.06,0.08) (-0.06,0.10) (-0.07,0.03) (0.88-2.43) (0.69-1.65) (0.54-1.17) (0.53-1.12)
Valor p 0.910 0.748 0.161 0.479 0.137 0.777 0.239 0.176
Codominante
GG**
GA -0.01 -0.002(- -0.02 -0.02 1.59 0.94 0.85 0.78
(-0.08,0.05) 0.08,0.08) (-0.06,0.03) (-0.08,0.03) (0.86-2.93) (0.56-1.60) (0.56-1.30) (0.51-1.17)
Valor p 0.678 0.965 0.433 0.402 0.139 0.827 0.451 0.230
AA 0.09 0.09 -0.10 -0.005 1.66 1.78 0.33 0.59
(-0.10,0.28) (-0.16,0.34) (-0.22,0.03) (-0.17,0.16) (0.34-8.15) (0.47-6.75) (0.04,2.48) (0.13-2.56)
Valor p 0.364 0.476 0.129 0.953 0.534 0.827 0.279 0.477
Recesivo
GG+GA*™
AA 0.09 0.09 (- -0.09 0.003 1.44 1.81 0.34 0.63
(-0.10,0.28) 0.16,0.34) (-0.22,0.03) (-0.16,0.17) (0.30-7.00) (0.48-6.81) (0.05-2.59) (0.15-2.74)
Valor p 0.342 0.471 0.150 0.973 0.651 0.380 0.324 0.539
Dominante
GG**
GA+AA -0.006 0.005(- -0.02 -0.02 1.59 1.00 0.81 0.76
(-0.07,0.06) 0.08,0.09) (-0.07,0.02) (-0.08,0.03) (0.88-2.88) (0.61-1.66) (0.53-1.24) (0.51-1.14)
Valor p 0.857 0.899 0.274 0.419 0.124 0.989 0.332 0.190

Modelos ajustados por edad, indice de masa corporal, hipolipemiantes, actividad fisica, estatus de fumador,
consumo de energia y alcohol. Alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato aminotransferasa (AST); Se consider6
estadisticamente significativo P < 0.05; * Niveles elevados de aminotransferasas (>40); **Genotipo de referencia.

7.4 Asociacion del SNV rs2642438 del gen MTARC1 con el perfil lipidico en la poblacion
de estudio

En el grupo de hombres se observé una asociacién significativa entre el alelo A del SNV
rs2642438 con los niveles altos de triglicéridos bajo el modelo de herencia aditivo (OR=1.57,
IC 95%=1.10-2.24, p=0.013) y dominante (OR=1.54, IC 95%=1.04-2.28, p=0.030). En el
modelo codominante y recesivo solo se observd una tendencia de riesgo para niveles altos
de triglicéridos, aunque sin diferencia significativa. En el grupo de mujeres no se observo
asociacion significativa con ningun parametro lipidico (Tabla 8).



Tabla 8. Asociacion del SNV rs2642438 del gen MTARC1 con el perfil lipidico en la poblacion total de
estudio (n=1,949).

Hombres Mujeres
Colesterol HDL-c TG LDL-c Colesterol HDL-c TG LDL-c
Modelo total alto? bajo® altos® bajo? total alto? bajo® altos® bajo¢
OR OR OR OR OR OR OR OR
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Aditivo 0.86 1.26 1.57 1.37 0.90 0.96 0.96 1.03
(0.62-1.21)  (0.90-1.75) (1.10-2.24) (0.94-1.98) (0.73-1.13) (0.77-1.20) (0.77-1.19) (0.80-1.31)
Valor p 0.390 0.181 0.013 0.101 0.388 0.721 0.716 0.840
Codominante
GG*
AG 0.83 1.24 1.44 1.41 0.89 0.97 0.94 1.01
(0.57-1.23)  (0.85-1.83) (0.96-2.14) (0.92-2.15) (0.69-1.14) (0.74-1.25) (0.73-1.20) (0.76-1.34)
Valor p 0.357 0.263 0.075 0.114 0.352 0.792 0.611 0.932
AA 0.89 1.65 4.58 1.57 0.92 0.90 1.04 1.11
(0.28-2.84)  (0.51-5.31) (0.95- (0.42-5.89) (0.45-1.91) (0.42-1.90) (0.49-2.18) (0.49-2.51)
22.03)
Valor p 0.838 0.263 0.057 0.503 0.831 0.776 0.920 0.795
Recesivo
GG+GA*
AA 0.93 1.55 4.16 1.44 0.96 0.91 1.06 1.11
(0.29-2.96)  (0.48-4.98) (0.87-19.9) (0.38-5.36) (0.47-1.97) (0.43-1.91) (0.51-2.22) (0.49-2.49)
Valor p 0.903 0.461 0.075 0.590 0.910 0.797 0.876 0.801
Dominante
GG*
GA+AA 0.84 1.27 1.54 1.42 0.89 0.96 0.94 1.02
(0.58-1.22)  (0.88-1.85) (1.04-2.28) (0.94-2.14) (0.70-1.13) (0.75-1.24) (0.74-1.21) (0.77-1.34)
Valor p 0.355 0.207 0.030 0.096 0.351 0.753 0.645 0.887

Modelos ajustados por edad, indice de masa corporal, hipolipemiantes, actividad fisica, estatus de fumador, consumo de
energia y alcohol. Se considerd estadisticamente significativo P < 0.05; 2Colesterol total alto > 200 mg/dL; PHDL-c bajo <40

mg/dL para hombres y <50 mg/dL para mujeres; °LDL-c alto > 100 mg/dL ¢triglicéridos altos > 150 mg/dL; *Genotipo de
referencia.

El andlisis cuantitativo corroboré la asociacién significativa entre el alelo A de la variante
rs2642438 con los niveles de triglicéridos en hombres, bajo el modelo aditivo (3=0.10,
IC95%= 0.02, 0.18, p=0.015), codominante ($=0.37, IC 95%=-0.08,0.65, p=0.011) y recesivo
(B= 0.35, IC 95%= 0.07, 0,63, p=0.015). En las mujeres solo se encontré una asociacion
significativa de colesterol bajo el modelo aditivo (8= -0.02, IC 95%= -0.04,-0.002, p=0.034)
(Tabla 9).



Tabla 9. Asociacién entre la variante rs2642438 con el perfil lipidico en la poblacién de estuc

Hombres
Colesterol Colesterol
Ol HDL-c ® Triglicéridos © LDL-c ¢ ottt HDL-c ®
Modelo 8 B B B 8 B
(IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)

Aditivo 0.005 -0.03 0.10 0.002 -0.02 0.004

(-0.03,0.04) (-0.07,0.003) (0.02,0.18) (-0.04,0.05) (-0.04,-0.002) (-0.02,0.0¢
Valor p 0.779 0.074 0.015 0.941 0.034 0.731
Codominante
GG*
GA -0.003 -0.03 0.07 -0.0006(- -0.02 0.0007(-

(-0.04,0.032) (-0.07,0.008) (-0.03,0.16) 0.052,0.051) (-0.04,0.003) 0.03,0.03)
Valor p 0.846 0.121 0.160 0.981 0.087 0.963
AA 0.05 -0.06 0.37 0.01 -0.05 0.03

(-0.06,0.16) (-0.18,0.06) (0.08,0.65) (-0.14,0.17) (-0.12,0.02) (-0.06,0.11
Valor p 0.378 0.309 0.011 0.854 0.147 0.545
Recesivo
GA+AA*
AA 0.05 -0.05 0.35 0.01 -0.04 0.03

(-0.06,0.16) (-0.17,0.07) (0.07,0.63) (-0.14,0.17) (-0.11,0.02) (-0.06,0.11
Valor p 0.366 0.379 0.015 0.852 0.204 0.546
Dominante
GG*
GA+AA 0.0004 -0.03 0.09 0.0006(- -0.02 0.002

(-0.04,0.04) (-0.07,0.004) (-0.001,0.18) 0.05,0.05) (-0.05,0.00005) (-0.02,0.03
Valor p 0.982 0.086 0.054 0.983 0.050 0.854

Modelos ajustados por edad, indice de masa corporal, hipolipemiantes, actividad fisica, estatus de fumador, consumo de energi:
significativo P < 0.05; 2Colesterol total alto > 200 mg/dL; PHDL-c bajo <40 mg/dL para hombres y <50 mg/dL para mujeres; Ctriglic
mg/dL; *Genotipo de referencia.



8.DISCUSION

De acuerdo con datos epidemiol6gicos, la poblacién mexicana tiene una alta susceptibilidad
de desarrollar enfermedades hepéticas, las cuales se asocian con la presencia de
dislipidemias y otros trastornos metabdlicos [37]. Los niveles elevados de transaminasas
como la AST y ALT, se han establecido como pardmetros de referencia para el diagndstico
de complicaciones hepaticas [38, 39]. Los factores genéticos juegan un papel importante en
la susceptibilidad de desarrollar estas alteraciones, con diferencias significativas entre
hombres y mujeres [36]. Por lo tanto, estudiar variantes genéticas asociadas al metabolismo
hepatico y al perfil lipidico en suero, podria ayudar a identificar nuevos objetivos terapéuticos
para pacientes que estan en riesgo de desarrollar estas complicaciones. En este proyecto se
analizé la asociacion de la variante rs2642438 del gen MTARC1 con los niveles de
transaminasas en un estudio de cohorte de adultos mexicanos del estado de Morelos.

En nuestra poblacién de estudio, observamos una alta incidencia de sobrepeso y obesidad
combinada con habitos poco saludables, como la baja actividad fisica, el tabaquismo, y una
alta ingesta de energia, principalmente en hombres. De acuerdo con los reportes de
ENSANUT 2012, estos factores predisponen a padecer alteraciones hepaticas y otras
alteraciones metabdlicas como la diabetes tipo 2 o el sindrome metabdlico [13, 34].

Debido a que los factores genéticos juegan un papel determinante en su aparicién, se ha
demostrado que las variantes genéticas estan estrechamente asociadas con el metabolismo
hepatico, y algunas de ellas son relevantes en la poblacion mexicana [13]. En este sentido,
la frecuencia del alelo menor A de la variante rs2642438 del gen MTARC1 en la poblacion de
estudio fue del 17%, ligeramente menor a lo reportado por la base de datos de 1000 Genomas
para la poblacién con ancestria mexicana que radica en los Angeles California (26%). La
presencia del alelo A de la variante rs2642438 varia alrededor del mundo, desde el 5% en
poblacion africana hasta el 28% en poblacion europea.

Nuestros resultados mostraron que la variante rs2642438 del gen MTARC1 no esta asociada
con los niveles de enzimas hepaticas en la cohorte de estudio. Un estudio realizado por
Shaheen, et, al. fue similar a lo obtenido para esta poblacion donde el aumento de las
probabilidades de NAFLD observado en los mexicoamericanos y el aumento de los niveles
de ALT solo se presentaron en los hombres, asi como los aumentos en las probabilidades
observados para niveles bajos de HDL y niveles altos de AST se observaron solo en mujeres
[36]. Esta falta de asociacion podria deberse a que la incidencia de enfermedades hepéaticas
es mas frecuente en personas mayores de 55 afnos, mientras que el promedio de edad de
nuestra poblacion es de 50 anos. Asi como mayor incidencia en el género masculino; sin
embargo, el tamafno de muestra de hombres en nuestro estudio, podria ser insuficiente para
captar el efecto de la variante [13, 36].

Al observar el SNV rs2642438 del gen MTARC1 con el perfil lipidico en hombres se observé
una asociacion con los niveles altos de triglicéridos bajo el modelo de herencia aditivo y
dominante mostrando un mayor riesgo de asociacion de esta variante con el perfil lipidico.
Mientras que el analisis cuantitativo corrobor6 la asociacion significativa entre el alelo A de la
variante rs2642438 con los niveles de triglicéridos en hombres, bajo el modelo aditivo,
codominante y recesivo. En las mujeres solo se encontré una asociacion significativa de
colesterol bajo el modelo aditivo. Esto nos sugiere que una sola copia del alelo A del SNV
rs2642438 es suficiente para modificar el riesgo de padecer enfermedades hepaticas. Sin
embargo, en la literatura no existe un estudio de asociacion similar de la variante rs2642438




con estos modelos de herencia, por lo que este estudio adiciona evidencia nueva, acerca del
papel del SNV, en NAFLD.

Adicionalmente, nuestros resultados mostraron que el alelo A de la variante rs2642438 esta
relacionado con un mayor riesgo de hipertrigliceridemia y una tendencia a niveles bajos de
HDL-c solo en hombres. Apoyando nuestros hallazgos, un estudio del genoma completo
(GWAS, por sus siglas en inglés) realizado por Emdin CA, et, al. analizando distintas
poblaciones europeas, demostré que esta variante de MTARC1 esté relacionada con niveles
altos de triglicéridos y niveles bajos de HDL-c, LDL-c y colesterol total [10,13].

Aunque se desconoce el papel preciso y la funcidn fisiolégica de MTARC1, se ha propuesto
que este fenotipo lipidico podria indicar un posible mecanismo fisiolégico por el cual MTARC1
podria participar en el desarrollo de NAFLD [12,28]. Un estudio realizado por Fracanzani et,
al. han asociado la aparicién de hipertrigliceridemia como un factor central en la progresion
de la enfermedad hepdtica, metabdlica y cardiovascular [25]. Aunque se desconoce el
mecanismo especifico por el cual MTARCT1 genera un efecto agregado para la
hipertrigliceridemia y una tendencia a niveles bajos de HDL-c, podriamos especular algunos
posibles mecanismos. El gen MTARC1 codifica MARC1 una enzima que contiene molibdeno
[16]. Esta enzima modula la biodisponibilidad del 6xido nitrico (NO) y la produccion de L-
arginina, moléculas clave involucradas en la funcién mitocondrial y endotelial [13, 29]. Un
estudio realizado por Graffigna et, al. demostraron que la hipertrigliceridemia y la disfuncién
endotelial estan estrechamente relacionadas a través de varios mecanismos [30]. La
hipertrigliceridemia induce disfunciéon endotelial a través de aumentos en la inflamacion y el
estrés oxidativo, se cree que la biodisponibilidad vascular alterada del NO refleja una
disfuncion endotelial [40].

Se sabe que el HDL-c tiene una funcion ateroprotectora al promover el transporte del exceso
de colesterol desde los macréfagos hasta la excrecion hepatica en la bilis y las heces. HDL-
¢ promueve la biodisponibilidad de NO vy tiene efectos antioxidantes, antiinflamatorios y anti-
trombaticos, y reduce la apoptosis de las células endoteliales. Las HDL-c ricas en triglicéridos
pueden hidrolizarse aun mas en HDL-c méas pequenas y densas mediante la lipasa hepéatica.
El HDL-c pequefio se elimina rapidamente a través de los rifiones. Por ello se ha postulado
que la disfunciéon endotelial se ve favorecida por la supresiéon de los niveles de HDL-c,
bloqueando su accién anti-aterogénica [31, 40]. Por lo tanto, esta asociacion podria
relacionarse con un estudio reciente realizado por Innes et, al. que propuso que la variante
rs2642438 confiere una funcion deletérea de la proteina MARC1 [41]. En consecuencia,
podriamos sugerir que el polimorfismo rs2642438 influye directa o indirectamente en la
disfuncion endotelial y podria generar un desequilibrio en los niveles de triglicéridos y HDL-c.
Sin embargo, los mecanismos especificos no se conocen con certeza y son necesarios
ensayos experimentales.




9. CONCLUSIONES

En este estudio no observamos una asociacién significativa entre la variante rs2642438 del
gen MTARCT1 con los niveles de transaminasas en la poblacion de estudio. Por otro lado, se
observd que los niveles de transaminasas no fueron afectados por los genotipos del SNV
rs2642438 del gen MTARC1. Sin embargo, se observo una asociacion del SNV rs2642438
del gen MTARC1 con el perfil lipidico en la poblacion de estudio; también observamos una
asociacion de riesgo para hipertrigliceridemia; y este efecto es especifico del sexo masculino.
Este hallazgo aporta informacién importante sobre el papel de esta variante sobre el
metabolismo de lipidos en la poblaciébn mexicana. Sin embargo, son necesarios estudios
adicionales en diferentes poblaciones para corroborar estos hallazgos y determinar su posible
mecanismo involucrado.

10. ALCANCE DEL ESTUDIO

Los datos de asociacion obtenidos en este proyecto contribuyeron a la construccién de un
Puntaje de Riesgo Genético (por sus siglas en inglés, genetic risk score), en el cual se
incluyeron las variantes genéticas rs2642438 del gen MTARCT, rs56371916 del gen ADCY5
y rs6564851 de BCO1.

Este Puntaje de Riesgo Genético se asocio en los hombres que portaban tres 0 mas alelos
de riesgo, y que presentan un aumento gradual significativo en los niveles de triglicéridos y
una tendencia para bajos niveles de HDL-c en funcién de la cantidad de alelos de riesgo que
portan. Por lo tanto, este enfoque podria ofrecer la posibilidad de una medicina personalizada,
en la que los hombres con dislipidemia aterogénica puedan ser evaluados, diagnosticados y
tratados.
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ANEXO

A. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN de la cohorte de trabajadores de la salud se realiz6 a partir de sangre
total con el kit PUREGENE QIAGEN de acuerdo a los lineamientos del fabricante (Figura
1A) utilizando los siguientes materiales y reactivos:

MATERIALES y EQUIPO
» Pipetas serologicas de 10mL
= Micropipeta de 1000 pL
» Tubos cénicos de 15mL
=  Guantes
= Cubrebocas
= Centrifuga

REACTIVOS
= Solucién de lisis de glébulos rojos (RBC)
» Solucién de lisis de leucocitos
= Solucién de precipitacién de proteinas
= Solucién hidratante de ADN (TE)
» |sopropanol grado reactivo
= Alcohol al 70%




Transferir 5mL
de sangre con
EDTA a un
tubo Cénico

‘ Colocar la
muestra en
hielo 15 min

Centrifugar a 3500
rpm 10 min. Dar un
vortex y centrifugara
3500rpm 10 min

-

~g

-_
v
Adicionar Mezclar por Centrifugar a
5mL de inversion e 300 rpm por 15
RBC incubar 20 min
min
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sol. precipitadora de de solucion de
rdt:lnasp mezclar lisis y mezclar
° 4 con vortex

con vortex

/

Transferir el
sobrenadante a
un nueve tubo
Falcon. Adicionar

Mezclar por
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isopropanal rpm 10 min
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Cuantificar el Transferir el Hidratar el ADN
ADM en ADN hidratado con 400 pL de
espectrofotdmetr a un criotubo buffer TE y dejar
o NanoDrop de 2mL una noche a 4°C

.

Decantar
sobrenadant Mezclar con
e y adicionar vortex e
5mL de RBC incubar 10 min

/ e ¢

> O ¥
Adicionar 500 pL Centrifugar a 3000
de RBC. Mezclar rpm por 15 min.
con vortex Desechar el

sobrenadante y secar

/
. £
&

Desachar al
sobrenadante.
Adicionar 1 mL
de alcohol al 70% \
y mezclar con |
vortex

Centrifugara 3000 rpm 5
min. Desechar el
sobrenadante y secar a
temp. ambiente

Figura 1A. Procedimiento para la extraccién de ADN a partir de sangre periférica realizado en el
laboratorio de Genémica del Metabolismo Oseo del INMEGEN.



B. Cuantificacion de ADN para genotipificacion

Para la preparacion de la muestra de DNA para la genotipificacion de cada individuo
incluido en el estudio, se extrajo por medio del kit Gentra Puregene Blood (Applied
Biosystems) de acuerdo a los lineamientos del fabricante. Se determin6é la pureza y
cuantificacién de cada muestra en el espectrofotometro NanoDrop 2000 considerando la
relacién A260/ A280 en un rango de 1.8-2.0 (Figura 1B). Posteriormente se realizaron dos
diluciones, la primera dilucion fue a 100 ng/uL, posteriormente se diluyé a 5 ng/uL (Figura
2B).

Figura 1B. Muestra el resultado de la concentracion de ADN medida por el espectrofotometro
NanoDrop 2000. La imagen tomada directamente del software de espectrofotémetro para una de las
muestras de ADN extraidas en laboratorio de Oncogenémica del INMEGEN.

-

: -
Muestras Calculos para diluir las Agregar los mL de agua
cuantificadas muestras a 100ng/jL necesarios a las muestras
para la dilucion
s
 — h y
Repetir el procedimiento con Aplicar una gota de muestra Dar un Vortex para
las muestras a 100ng/pL para en el NanoDrop y obtener la homogeneizar la muestra

diluirlas a 5ng/pL dilucion.

Figura 2B. Procedimiento para realizar la dilucion de muestras con el kit Gentra Puregene Blood
(Applied Biosystems).
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C. Genotipificacion por PCR-q

El método PCR- Tiempo real para la genotipificacion del SNP rs2642438 se realizé en el
laboratorio de Genémica del Metabolismo Oseo dentro del INMEGEN de la siguiente manera:

o Procedimiento para realizar una placa de PCR-Tiempo Real.

REACTIVOS

= TagMan Genotyping PCR Master Mix (Applied Biosystems)
= Agua grado biologia molecular (ultrapura)

» Sonda TagMan rs2642438

= Alcohol al 70%

MATERIALES

» Pipetade 10 uL

= Pipeta 200uL

» Pipeta 1000uL

» Puntas para pipeta 10 L, 200uL y 1000uL

= Microtubos de 1.5ml

» Placa de reaccion o6ptica de 96 pocillos MicroAmp
» Pelicula de sellado de placa

» Bolsa de desechos biolégicos

= Guantes de latex

= Hielo
EQUIPOS
e \Vortex

o Centrifuga
e QuantStudio 7 Flex real-time PCR systems

PROCEDIMIENTO

Se realizaron un total de 26 placas para el estudio de los 1,949 individuos trabajadores del
IMSS del estado de Morelos (Figura 1C y Figura 2C).




i

Figura 1C. Ejemplo de materiales y reactivos utilizados para realizar una placa PCR-Tiempo Real, en
el laboratorio de Oncogendémica del INMEGEN.

. ®

'. —— - [} .i'
Realizar los célculos En un microtubo Mezclar y centrifugar el Agregar SplL de
para concentracion y agregar MasterMix, microtubo con MasterMix por pozo.
error de pipeteo. H,O y sonda. MasterMix |

\ :g » 213532 e

3 2 -. . e ot

Dar un vortex a la

) Sellar la placa con Agregar S5uL de muestra
Centrifugar la 3 P 2 greg H muestra de ADN antes
{aca para meter la pelicula adhesiva, por pozo. Agregar los :

pal = l’:a PCR. rotular y dar un *controles y NTC de utilizarla.
QP vortex a la placa. correspondientes

Tiempo Real.

Figura 2C. Procedimiento para realizar una placa PCR-Tiempo Real. *Se tomaron como controles
homocigotos A/A las muestras 5y 11; heterocigotos A/G 16 y 35; homocigotos G/G las muestras 27 y
68.



o Procedimiento para la amplificaciéon por PCR-Tiempo Real

Se debe preparar el equipo, insertar la placa y programar las condiciones para la amplificacion
(Figura 3C).

Asignacion
1. Muestra (rojo)
2. Control (verde)
;, oot 3. NTC (azul)
R

O L e

Propiedades del
experimento

1. Fecha, placay SNP

2. QuantStudio 7 Flex

systems

3. Placa 96 Well (0.2mL)

4. Genotyping

5. TagMan Reagents

6. Standard

Definicion

1. SNP 152642438 Método de ejecucion
2. Muestra 1. Volumen por pozo 10uL
3. NTC 2. Namero de ciclos 50
4. Control

Figura 3C. Programacion del software del equipo para iniciar la amplificacion de las muestras en el
equipo de PCR-Tiempo Real.

Después de aproximadamente 2 horas se obtienen los resultados de la discriminacion alélica
(Figura 4C) y se envian al andlisis estadistico.

Figura 4C. Grafico de resultados de la discriminacién alélica. En color azul se encuentran los
homocigotos G/G; en verde los heterocigotos A/G y en rojo los homocigotos A/A.



