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Obesidad infantil, resistencia a la
insulina y el polimorfismo (CAG)n del
gen ATXN2

Guzmadn-Lépez R°, Garcia-Cruz D°,Magallanes-Ordonez JJ°,Siliceo-Murrietad J¢, Davalos-
Rodriguez N°, Ruiz-Mejia R°, Madrigal-Ruiz PM°, Cruz-Bastida JM', Cruz-Bastida JS',
Duque-Bautista H?, Ramén-Canul L, Castro-Judrez CJ¢, Ramirez-Garcia SA’, miembros
del Grupo Multidisciplinario para el Estudio Integral de las Enfermedades Metabdlicas e
infecciosas en Poblacién Mexicana

Resumen

Introduccién

El gen ATXN2 codifica para la proteina ataxina-2, la cual es una proteina implicada en la
neuritogénesis. En modelos murinos, su deficiencia en células hipotalamicas embridnicas se asocia
con el desarrollo de obesidad, higado graso y disminucion de 1a expresion del receptor de insulina. En
México no se ha estudiado esta asociacion por lo que el objetivo del presente estudio fue analizar la
existencia de una relacion entre la distribucion de alelos del VNTR (niimero variable de las
repeticiones en tandem) (CAG)n en el exon 1 de ATXNZ2 y obesidad en pacientes pediatricos con
resistencia alainsulina.

Material y Métodos

De marzo de 2010 a agosto de 2014 a través de la clinica de enfermedades cronico degenerativas de la
Unidad de Investigacion en Epidemiologia del Sistema Municipal para el Desarrollo Integral de la
Familia (DIF) en Chapala, Jalisco, y de la Fundacién Mexicana de Enfermedades Genéticas y
Medicina Genomica AC se analizaron 785 nifios originarios y residentes de la ribera de Chapala, con
ancestria indigena en la region de cinco generaciones atras. Se seleccionaron aquellos con indice
HOMA mayor 2. Formandose dos grupos, uno conformado por 29 nifios con obesidad grado Il y el otro
grupo formado por 56 probandos sin obesidad y sin sobrepeso. Se determiné el polimorfismo de
ATXN2 por PCR punto final y se analizo la asociacion con el diagnéstico de obesidad.

Resultados

No se encontro asociacion entre el VNTR de ATXN2 yla obesidad infantil en nuestra poblacion. Las
frecuencias genotipicasy alélicas son similares a las reportadas en otras poblaciones. Se encontro
como polimorfico el alelo de 11 repeticiones.

Discusion
En este estudio, el VNTR de ATXN2 no demostré influencia en el desarrollo de obesidad infantil en
habitantes y residentes de la Ribera de Chapala, Jalisco.

Palabras clave: Ataxina-2, obesidad, polimorfismo genético, resistencia a la insulina.
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Childhood obesity, insulin resistance and the
polymorphism (CAG)n of the ATXN2 gene

Abstract

Introduction.

The ATXN2 gene codes for the protein ataxin-2, which is a protein involved in the neuritogenesis In murine models, its deficiency in
embryonic hypothalamic cells is associated with the development of obesity, fatty liver and decreased expression of the insulin receptor. In
mexican population there has not been a study analizating this association so the objective of the present study was to analyze the existence of a
relationship between the distribution of alleles of the VNTR (variable number of tandem repeats) (CAG) nin exon 1 of ATXN2 and obesity in
pediatric patients with insulin resistance.

Material and Methods.

From March 2010 to August 2014 through the clinic for chronic degenerative diseases of the Research Unit in Epidemiology of the
Municipal System for the Integral Development of the Family (DIFE) in Chapala, Jalisco, and the Mexican Foundation for Genetic Diseases
and Genomic Medicine AC analyzed 785 native children and residents of the riverside of Chapala, with indigenous ancestry in the region of
five generations ago. Those with index were selected HOMA mayor 2. Two groups are formed, one consisting of 29 children with obesity grade IT
and the other group formed by 56 probands without obesity and without overweight. The polymorphism of ATXN2 by PCR end-point and the

association with the diagnosis of obesity was analyzed.
Results.

No association was found between ATXN2 VNTR and childhood obesity in our population. The Genotypic and allelic frequencies are
similar to those reported in other populations. It was found as polymorphic the allele of 11 repetitions.

Discussion.

In this study, the ATXN2 VNTR showed no influence on the development of childhood obesity in inhabitants and residents of the Ribera

de Chapala, Jalisco.

Key Words: Ataxin-2, genetic polymorphism, insuline resistance, obesity.

Introducciéon

El gen ATXNZ codifica para la proteina ataxina-2, la cual es
una proteina implicada en la neuritogénesis, lleva a cabo su
funcion al unirse al ARN e interactiar con el poli(A). Su
localizacién es en los ribosomas del reticulo endoplasmatico
rugoso y en modelos murinos, su deficiencia en células
hipotalamicas embrionicas conduce a la disminucion del gen
ATXN?2, Insr,y Mc4r,1o que se ha asociado con el desarrollo de
obesidad, higado graso y disminucion de la expresion del
receptor de insulina. En humanos, se ha reportado que la
expansion anormal del numero variable de repeticiones en
tandem “microsatélites” (del inglés VNTR) (CAG)n en el
exon 1 de ATXN?Z esta relacionada con el desarrollo de ataxia
espinocerebelosa (>33 repeticiones). Los alelos superiores a
22 repeticiones, asi como el homocigoto C para el
polimorfismo de un nucléotido (SNP) rs695872 que flanquea
al VNTR, estan asociados con obesidad severa analoga a las
mutaciones en los genes LEP , LEPR MC4 en poblacion del
Reino Unido. También la expansion de alelos largos dentro
del rango normal, se ha asociado a Diabetes. Considerando
estas premisas, el objetivo del presente estudio fue analizar la
existencia de una relacion entre la distribucion de alelos del
VNTR (CAG)n en el ex6on lde ATXN2 y obesidad en
pacientes pediatricos con resistencia a la insulina.

Material y métodos
Pacientes

De marzo de 2010 a agosto de 2014 a través de la clinica de
enfermedades cronico degenerativas de la Unidad de
Investigacién en Epidemiologia del Sistema Municipal para
el Desarrollo Integral de la Familia (DIF)-Chapala, y de la
Fundacion Mexicana de Enfermedades Genéticas y
Medicina Genémica AC se analizaron 785 niflos originarios
y residentes de la ribera de Chapala, con ancestros indigenas
en la region de cinco generaciones atrds. Se seleccionaron
aquellos con indice HOMA mayor 2. Formandose dos
grupos, uno conformado por 29 nifios con obesidad grado Iy
el otro grupo formado por 56 probandos sin obesidad y sin
sobrepeso. La edad promedio oscil6 entre 8 y 11 afios, todos
del sexo masculinos. La obesidad se defini6 de acuerdo con
los criterios de la OMS-2004, mediante el indice de masa
corporal.’

Analisis bioquimico

Las muestras de sangre fueron tomadas en ayuno de 8
horas. Los niveles de glucosa, fue determinada mediante el
kit calorimétrico de Human Co™ Glucosa oxidasa, por
espectrofotometria con el equipo Beckam Coulter DU730™.
La insulina sérica se determin6 por RIA por Laboratorios
TOLSA™. Los indices de resistencia a la insulina fueron
determinados mediante las siguientes formulas: HOMA-IR=
(insulina en auyuno (MU/ml)* glucosa en ayuno
(mmol/1))/22.5. El indice QUICKI= 1/[log insulina
plasmatica (uU/ml) + log glucosa plasmatica en ayuno
(mg/dD)].°

MD Revista Médica MD

Volumen 9, nGmero 2; noviembre 2017 - enero 2018- 136



Guzman-Lépez y cols.

Amplificacion por PCR-punto final de la expansion CAG

del gen ATXNZ2y electroforesis

A todos los participaron se les extrajeron SmL de sangre
periférica por puncion venosa en tubos BD Vacutainer para
extraer ADN gendémico mediante el método de Miller
modificado y realizar la cuantificacion de insulina sérica. Al
tomar las muestras inmediatamente se centrifugaron a 3500
rpm, se extrajo el plasma y fue almacenado en congelacién a
menos 70 grados hasta el momento en que se procesaron.

Se utilizaron los iniciadores:

5-GGGCCCCTCACCATGTCG-3’,

5'-CGGGCTTGCGGACATTGG-3,

Estos son sintetizados, disefiados y han sido probados porla
compafiia Sigma Aldrich™, previamente diseflados y
probados. El Programa de Amplificacion fue el siguiente; 1.-
96°C 3 min, 2.-96°C 60 segundos, 3.-59°C 30 segundos, 4.-
72°C 1 min, 5.-28 veces del ciclo 2 al 4.” El producto de PCR se
mezcldé con formamida desionizada y se desnaturalizé en
bafnio Maria durante 10 minutos, posteriormente se coloco en
hielo frapé durante 3 minutos para su corrimiento
electroforético. Las condiciones de amplificacion fueron las
descritas por Magafia y colaboradores.” Los productos
amplificados fueron sometidos a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 8% (19:1) 180V durante 2 horas.
Posteriormente, los geles fueron tefiidos con nitrato de plata
(Figura 1). La identificacién de las repeticiones se realizo con
base en la clasificacion de los productos de PCR, 106 pb
corresponde al alelo de 14 repeticiones, 22 repeticiones, 130
pb corresponde al alelo de mayor frecuencia y 154 para el
alelo de 30 repeticiones (Tabla 1).* Las reacciones de PCR y
electroforesis fueron realizadas e interpretadas por triple
ciego.

Analisis estadistico

Se utilizo la Ji-cuadrada de Pearson (X°), para analizar si era
significativa la distribucion de alelos y genotipos en los
pacientes pediatricos obesos, para ello se consideraron valores
de p<0.05 como significativos.

Aspectos éticos

M50pb M1

Figura 1. Electroforesis en poliacrilamida al 8% PCR del VNTR de ATXN2.
Se muestra la amplificacion del alelo de 22 repeticiones y el de 29. M1=muestra 1. M50pb.
Marcador de 50 pares de bases, Gold Biotechnology D100-1000.

Ataxina-2 y obesidad Infantil

La presente investigacién se realizé basada en la
declaracion de Helsinki revisada en el 2008 asi como enla Ley
General de Salud en México. El trabajo fue aprobado por las
comisiones institucionales de Investigacion y Bioética del
Sistema Municipal para el Desarrollo Integral de la Familia
(DIF)-Chapala con fecha de autorizacion del 12 de marzo del
2010. Se obtuvo el consentimiento informado de los padres
y/o tutores de los adolescentes incluidos, en el que
autorizaron que a sus hijos o tutorados aportaran una muestra
de sangre para la evaluacién bioquimica y molecular.
También autorizaron la publicacion de los resultados clinicos,
bioquimicos y moleculares con fines académicos y/o
cientificos, guardando el anonimato de los datos personales y
legales.

Resultados

En la poblaciéon total analizada el genotipo mas
frecuentemente encontrado fue el homocigoto para 22
repeticiones con un 88.23% y el heterocigoto 22/25 con
3.52%, el resto de genotipos encontrados se aprecia en la tabla
1. En cuanto a los alelos, el mas frecuente es el de 22 repetidos
con 94.11%, le siguid en frecuencia el alelo de 25 repeticiones
con 1.74% y el alelo de 11 repetidos con 1.17, los demas alelos
son variantes raras en la poblacion analizada (Tabla 2).

Por otra parte el genotipo mas frecuente en el grupo de
pacientes con obesidad y sanos es el homocigoto de 22
repetidos. Mientras que el alelo mas comun es el de 22
repetidos y le sigue el de 25 repeticiones. No se encontrd
asociacion significativa con obesidad a nivel genotipo
(X*=1.27,p=0.2594) 0 alelos (Figura 2).

Tabla 1. Identificacion de los repetidos CAG mediante escala de pares de

bases del VNTR de ATXN2
pb observadas Relljjtlir:ieorsoCdZG pb observadas R;::':il‘l;:so gf& G
106 14 139 25
109 15 142 26
112 16 145 27
115 17 148 28
118 18 151 29
121 19 154 30
124 20 157 31
127 21 160 32
130 22 163 33
133 23 166 34
136 24 169 35
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Tabla 2. Frecuencia de alelos y genotipos en la poblacién analizada

Genotipos N  Frecuencia (%) Alelos N  Frecuencia (%)
22/22 75 88.2353 11 2 1.1765
11/22 2 2.3530 15 1 0.5882
15/22 1 1.1765 18 1 0.5882
18/22 1 1.1765 20 1 0.5882
20/22 1 1.1765 22 160 94.1176
22/23 1 1.1765 23 1 0.5882
22/25 3 3.5294 25 3 1.7647
22/29 1 1.1765 29 1 0.5882
Total 85 100 Total 170 100

Discusion

Este estudio es el primero que revela que el VNTR2 de
ATXNZ2no contribuye a la predisposicion de obesidad infantil
asociada con resistencia a la insulina. Las frecuencias alélicas
y genotipicas son muy similares a las reportadas en poblacion
del centro de México y occidente, siendo el repetido de 22 el
mas frecuente, seguido del de 25 repetidos.” Esto sugiere que
el Jocus tiene una tasa de mutacion baja y que es una region
altamente conservada, como ya se ha descrito previamente.’
Sin embargo a diferencia de lo que ya se ha reportado en
poblacion mexicana, se encontré como polimorfico el alelo
de 11 repeticiones, con lo cual se concluye que el
polimorfismo CAG es un VINR, ya que por lo menos tiene
dos alelos con una frecuencia superior al 1%.

Este es el primer estudio sobre la diversidad genética de la
regién de la Ribera de Chapala en Jalisco, México. La
relevancia de esto, radica en que los nativos de esta region
tuvieron su origen genético a partir de la mezcla del grupo
nahuatl migrante del legendario Aztlan, en los purépechas
tarascos y huicholes durante el siglo XII. A partir de la
conquista, esta mezcla ha continuado mezclandose con
espafioles, pero también con migrantes extranjeros desde
finales del siglo XIX (ingleses, noruegos); a partir del 2003 en
su mayor parte blancos no hispanos (norteamericanos),
caucasicos canadienses y con una menor proporcidén con
caucasicos europeos (italianos e irlandeses) y latinos de
América del Sur (argentinos). También se ha mezclado a
partir de 1995 a la fecha con grupos étnicos migrantes del
Estado de Oaxaca; mixtecos, zapotecas y triqui, por
cuestiones laborales.”"

En el presente estudio se incluyeron nativos con ancestros
originarios de la Ribera independiente de su mezcla genética
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Figura 2. Genotipos y alelos del VNTR de ATXN2 en poblacion pediatrica de la Ribera de Chapala.

(la cual no fue objetivo estimar del presente estudio), por lo
cual las frecuencias de alelos y genotipos del polimorfismo
estudiado son una contribucion sustancial a la epidemiologia
y antropologia genética de la poblacion mexicana.

En poblacién inglesa el VNTR de ATXNZ se ha encontrado
como responsable de obesidad.’ Enla poblacion analizada de
la Ribera de Chapala no, probablemente se explica ya que es
una poblacion seleccionada, pero se debe seguir explorando
en la poblacion mexicana y en otras poblaciones latinas, ya
que cada poblacidn tiene su composicion genética diferente,
por lo cual los resultados tienen que ser replicados en otros
estudios de genes candidato.”

Conclusiones

El VNTR2 de ATXN2 no contribuye a la predisposiciéon de
obesidad con resistencia a la insulina en la poblacion infantil
analizada de la Ribera de Chapala. Ademas se encontrd que
en esta poblaciéon de nativos el alelo de 11 repetidos es
polimoérfico. Estos hallazgos no han sido descritos
previamente siendo una contribuciéon importante a la
diversidad genética de la poblacion mexicana.
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