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l. Resumen

La diabetes mellitus es un trastorno cronico degenerativo del metabolismo de los
carbohidratos, las grasas y las proteinas. Se caracteriza por la deficiencia completa o parcial
de la respuesta de secrecion de insulina, que se traduce en una alteracion del metabolismo
de los carbohidratos (glucosa) y en la consiguiente hiperglucemia.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (1999) espera que para 2025 se duplique
el numero actual de personas con diabetes en el mundo, alcanzando los 366 millones de
personas, el mayor incremento ocurrira en las ciudades que presentaran un incremento en la
longevidad y envejecimiento relativo de su poblacion.

En México la poblacion con DM fluctia entre los 6.5 y los 10 millones. Es una de las
principales causas de mortalidad actualmente en nuestro pais (13%), convirtiéndola en un
grave problema de salud publica.

Los factores genéticos juegan un importante papel en la patogénesis de la diabetes
mellitus. La presencia de mutaciones en los factores de transcripcion involucrados tanto en el
desarrollo pancreatico como en la diferenciacién celular (células beta) puede conferir una
predisposicion fuerte al desarrollo de la diabetes mellitus. Entre éstos, se encuentran: el gen
HNF4« que codifica para un factor de transcripcion que en las células B pancreéticas esta
involucrado en la regulacién del metabolismo de la glucosa, en la expresion y secrecion de la
insulina. EI gen Pax4 que codifica para un factor de transcripciéon que es esencial para la
generacion de las células B y de las células &8, se expresa selectivamente durante el
desarrollo pancreatico y de la espina dorsal. EI gen NeuroD1 que codifica para un factor de
transcripcion involucrado en el desarrollo celular de los islotes y en la transcripcién del gen
de la insulina. Mutaciones y polimorfismos en HNF4« y NeuroD1 asi como en otros genes
han sido asociadas con una forma de diabetes de aparicion temprana (MODY por sus siglas
en inglés Maturity Onset Diabetes of the Young).

Recientemente Menjivar y cols. en 2008, encontraron el polimorfismo T130Il del gen
HNF-4A en diabéticos mestizos mexicanos con una frecuencia del 16%. En un estudio
posterior del mismo grupo, se encontré6 una frecuencia de la T130l de 7% y 11.4% en
poblacion Mazahua y Teenek respectivamente. Estas altas frecuencias en los grupos
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idnigenas ha permitido pensar en la existencia de un fondo genético diabetogénico indigena

mexicano, que contribuye a la aparicion de diabetes en poblacion mestiza mexicana.

En este contexto, el objetivo de esta tesis fue investigar la presencia de los
polimorfismos T130I del gen HNF-4¢, R133W del gen Pax4, y A45T del gen NeuroD1 en
poblaciobn maya y cora; estos polimorfismos se eligieron en base a estudios realizados
previos por nuestro grupo.

El polimorfismo T130I fue identificado en la poblacion cora y maya en un 28% y 26%
respectivamente.

El polimorfismo R133W Unicamente se encontrd en un 2% de la poblacioén cora.

El porcentaje de la poblacion maya portadores de la variante A45T fue del 18%,

mientras que el porcentaje en los coras fue del 14%.

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que los polimorfismos T130I y
A45T forman parte del fondo diabetogénico indigena. Que ha sido heredado al mestizo
mexicano a través del tiempo. La frecuencia del polimorfismo R133W indica que no forma

parte de la genética de estas dos poblaciones indigenas.
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[l. Introduccién

Funcionalmente, el pancreas puede ser dividido en dos partes: la exocrina que
sintetiza enzimas digestivas y las libera en el duodeno, y la endocrina cuya unidad funcional
méas pequefia es el islote de Langerhans. Dentro del islote se encuentran cuatro tipos
celulares: células alfa, beta, delta y PP, que producen las hormonas glucagon, insulina,
somatostatina y polipéptido pancreético, respectivamente. Alteraciones del pancreas
endocrino pueden afectar seriamente la regulacién de los niveles de glucosa en sangre
llevadas a cabo por estas hormonas, dando como resultado una enfermedad metabdlica

como la diabetes [1].

Si la insulina producida por el pancreas no es suficiente, o no puede ejercer su efecto
en las células la homeostasis de la glucosa se ve alterada produciendo enfermedades
metabilicas. La diabetes mellitus es un desorden metabdlico, caracterizado por
hiperglucemia, una consecuencia de la alteracion del metabolismo de los carbohidratos,
lipidos y proteinas. Esta enfermedad tiene un alto riesgo de presentar complicaciones
secundarias como el desarrollo de enfermedades micro y macro vasculares, debido a la

deficiencia completa o parcial de la respuesta de secrecidén o accién de la insulina [2,3].

Los factores genéticos juegan un papel importante en la patogénesis de la diabetes
mellitus. La presencia de mutaciones en los factores de transcripcion involucrados tanto en el
desarrollo pancreatico como en la diferenciacion celular (células beta) puede conferir una
predisposicion fuerte al desarrollo de la diabetes mellitus, entre estos factores se encuentran
HNF4A, Pax 4 y NeuroD1 [4].

El factor de transcripcion codificado por el gen HNF4«a en las células  pancreaticas
esta involucrado en la regulacion del metabolismo de la glucosa, asi como en la expresion y
secrecion de la insulina. Diversas mutaciones, han sido encontradas en este gen, entre ellas
la T130I (treonina-130-isoleucina), una mutacion de sentido equivocado que afecta la region
de union al DNA. [5,6]
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Por su parte, el gen Pax4 que codifica para un factor de transcripcién esencial para la

generacion de las células B y de las células 3, se expresa selectivamente durante el
desarrollo pancreatico y de la espina dorsal. Su expresion se inicia en las primeras etapas de
la diferenciacion celular, posteriormente se restringe a la célula p y persiste asi hasta la edad
adulta. Mutaciones en este gen han sido relacionadas en el desarrollo de diabetes, una de
ellas, la variante R133W (arginina-133-triptofano) resulta de la transicién de una C—T, ha

sido asociada tanto a Diabetes tipo 1 como 2 en poblacién africana. [4, 7, 8]

Mutaciones en el gen NeuroD1, que codifica para un factor de transcripcion
involucrado en el desarrollo celular de los islotes y en la transcripcion del gen de la insulina,
han sido asociadas con una forma de MODY encontrada en Islandia. Una variante descrita
de este gen es la A45T que consiste en la transicion de una G—A en la primera posicion del
codon 45 en el exdn 2, resultando en el cambio de un aminoacido (alanina-45-treonina).
[9,10].

De acuerdo a la OMS, se espera que para 2025 se duplique el numero actual de
personas con diabetes en el mundo, en 1999 se estimaba era de 120 a 140 millones, para el
2003 ya habian 194 millones de personas afectadas. El incremento ocurrira primordialmente
en ciudades de paises con incremento en la longevidad de sus pobladores, envejecimiento
relativo de su poblacion y estilos de vida basados en sedentarismo, por la virtual
desaparicion de la actividad fisica no programada y una alimentacion inadecuada, con gran
accesibilidad a alimentos de alto contenido calorico, lo que ha dado en la actualidad lugar al

incremento de adiposidad corporal con niveles de sobrepeso u obesidad. [14]

En México la poblacion con DM es mayor a los 10 millones, en el 2000 en el pais se
presenté una prevalencia del 14.2%, siendo una de las principales causas de mortalidad
actualmente (13%), convirtiéndola en un grave problema de salud publica, que repercute en
gastos catastréficos tanto para los servicios de salud publicos, como para quienes la

padecen y no tienen seguros o no estan incluidos en un programa de seguridad social. [17]

10
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Segun la Federacion Internacional de la Diabetes, China es el pais donde hay mas

diabéticos mayores de 20 afios: alrededor de 39 millones, lo cual representa el 2.7% de la
poblacién adulta. La India ocupa el segundo lugar con 30 millones, el 6% de su poblacion
adulta [12]. Proporcionalmente, otros paises presentan frecuencias mayores que China o la
India, pero el aumento de diabéticos en paises grandes en vias de industrializarse es
particularmente inquietante simplemente por las cifras, de acuerdo a la opinion de los
expertos de la federacion. En algunos paises del Caribe y el Medio Oriente el porcentaje de
diabéticos fluctia entre 12 y 20%. La mayor proporcién se observé en Nauru, una isla en el
sur del Pacifico [12].

La diabetes tipo 2 ha sido catalogada entonces, como una enfermedad multifactorial,
en donde ademas de los cambios ambientales, se conoce que la genética de las poblaciones
influye en la susceptibilidad y frecuencia de la aparicion de esta enfermedad en el mundo. Se
han realizado amplios estudios observacionales prospectivos, con la finalidad de encontrar
genes candidatos que influyan en cada una de las poblaciones en particular, en la aparicion
de la diabetes tipo 2, y en asociacion con factores de riesgo convencionales como obesidad y
tolerancia anormal de glucosa. Sera muy interesante conocer, si a través de los resultados
en conjunto de estos estudios prospectivos, es posible definir si estos genes candidatos son
predictores de diabetes tipo 2 y si pueden influenciar la respuesta a la prevencion o
tratamiento, asi, de acuerdo a lo anterior, son necesarios estudios exclusivos de cada
poblacion para establecer variantes genéticas de susceptibilidad a diabetes mellitus tipo 2.
[62]

En el contexto anterior, recientemente Menjivar y cols., en 2008, reportaron la
presencia de la mutacion T130I del gen HNF-4A en diabéticos mestizos mexicanos con una
frecuencia del 16% y hasta la fecha es la frecuencia mas alta reportada en el mundo. En un
estudio posterior se encontré una frecuencia de la mutacion T130I del gen HNF-4A de 7% y
11.4% en poblacién Mazahua y Teenek respectivamente [15]. Estas frecuencias, son las mas
altas reportadas actualmente en individuos no diabéticos, lo que permite suponer la
existencia de un fondo diabetogénico de los indigenas mexicanos, que contribuye a la

11
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aparicion de diabetes en poblaciébn mestiza mexicana, tomando en cuenta que a pesar de

gue la colonizacion ocurrio hace siglos, los mexicanos todavia conservamos la herencia
genética de las poblaciones nativas locales que se mezclaron con los europeos. [7, 13, 15] Y
gue la poblacion mexicana es fruto del mestizaje de caucdasicos-espafoles, indigenas y

africanos.
Asi, el objetivo de esta tesis fue investigar la presencia de la mutacion T130I del gen

HNF-4A y de los polimorfismos R133W del gen Pax4, y A45T del gen NeuroD1 en poblacion
maya del estado de Campeche y cora del estado de Nayarit.

12
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I1l. Antecedentes

Pancreas

a) Morfofisiologia :

El pancreas es un érgano alargado, cénico, localizado transversalmente en la parte
dorsal del abdomen, detras del estbmago. El lado derecho del 6rgano (llamado cabeza del
pancreas) es la parte mas ancha y se encuentra en la curvatura del duodeno (la primera
porcion del intestino delgado). La parte conica izquierda (llamada cuerpo del pancreas) se

extiende ligeramente hacia arriba y su final (llamado cola) termina cerca del bazo (Figura 1).

Figura 1. Posicion del pancreas en el cuerpo.”®

El pancreas esta formado por dos tipos de tejidos:

e El tejido exocrino, el cual secreta enzimas digestivas que ayudan a la degradacion de
carbohidratos, grasas, proteinas y acidos en el duodeno. Estas enzimas son
transportadas por el conducto pancreatico hacia el conducto biliar en forma inactiva.
Cuando entran en el duodeno, se vuelven activas. El tejido exocrino también secreta

un bicarbonato para neutralizar el acido del estomago en el duodeno.[21]

13
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El tejido endocrino esta formado por los islotes de Langerhans que consisten

de cuatro diferentes tipos de células: células alfa, beta, delta y PP, las cuales
secretan glucagoén, insulina, somatostanina y polipéptido pancreatico,
respectivamente. Los islotes de Langerhans representan aproximadamente
del 1%-2% del pancreas. Figura 2. [1]

Estas hormonas son capaces de influir en la secrecion de las demas. Asi, la
somatostatina suprime la secrecion de las otras tres. La insulina suprime la secrecion
de glucagén; mientras el glucagon estimula la secrecion de insulina y somatostatina, y

cada una de ellas, es capaz de suprimir su secrecion de manera autocrina. [22]

Figura 2. Anatomia e histologia del Pancreas.??®

14
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b) Células 3 e Insulina
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La masa neta de células B resulta de la diferencia entre la proliferaciéon y muerte de

éstas. La proliferacion se lleva a cabo de dos maneras: (1) neogénesis (formacion de la

célula B a partir del precursor de células pancreaticas ductales) y (2) replicacion de células 3

diferenciadas. Ademas de determinantes genéticos, la masa de células B es regulada por

nutrientes, factores de transcripcion, y hormonas [24].

La insulina es una hormona peptidica secretada por las células B, debido a que el gen

de la insulina es expresado exclusivamente en células pancreaticas.

El gen de insulina (localizado en el cromosoma 11p15.5, con 3 exones y 2 intrones) codifica

Figura 3. Sintesis de la insulina

15

para pre-proinsulina la cual tiene un
péptido sefal, la cadena B, el péptido Cy
la cadena A. El péptido sefal permite que
la pre-proinsulina sea dirigida al reticulo
endoplasmico para el procesamiento
postraduccional. La cadena Ay B estan
unidas por dos puentes disulfuro entre
residuos comunes de cisteina. El péptido
C es esencial para la formacion de estos
puentes, y es degradado en el aparato de
Golgi dejando unidas las cadenas A y B,
molécula de

[24, 25,27]

las cuales forman la

insulina activa. (Figura 3)
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c) Acciones fisiologicas de la insulina.

La insulina tiene diversas funciones de gran importancia en el crecimiento y
metabolismo. Ademas, es uno de los pocos factores de crecimiento que la célula requiere por
excelencia para su supervivencia, proliferacion y diferenciacion.

La funcion principal de la insulina es mantener la homeostasis de la glucosa en suero;
también forma parte importante del metabolismo de lipidos y proteinas. La liberacion de la
insulina en la circulaciébn sanguinea, principalmente es en respuesta a niveles elevados de
glucosa, es esencial para controlar el metabolismo de los carbohidratos en los tejidos
periféricos [24, 25]. Sus células blanco son los hepatocitos, musculo esquelético y cardiaco,
adipocitos y fibroblastos [26]. La insulina estimula la absorcién, utilizacion, y almacenamiento
de la glucosa en varios tejidos. La glucosa no puede difundirse pasivamente a la célula; la
Unica manera para que una célula absorba la glucosa es a través de la difusion facilitada
mediante los transportadores de las hexosas (GLUTSs). Hay cuatro tipos de GLUT: GLUTL1
gue esta en la mayoria de los tejidos; GLUT 2 en células B, en higado, y en las células 3 es
importante para la regulacion de la secrecion de la insulina; GLUT3 en cerebro; GLUT4 en
musculo esquelético, corazén, y tejido adiposo. El cerebro e higado no requieren de la
insulina para absorber la glucosa porque estos Organos tienen un transportador
independiente de insulina. La insulina promueve la sintesis de lipidos e inhibe la degradacion
de lipidos. La insulina inhibe la degradacion de los triglicéridos en tejido adiposo mediante la
inhibicion de la lipasa intracelular que hidroliza triglicéridos. La insulina estimula la toma
intracelular de aminoacidos y promueve la sintesis de proteinas. Ademas, incrementa la

permeabilidad en muchas células de los iones de potasio, magnesio y fosfato [24].

Metabolismo de la Glucosa

La funcion principal del metabolismo de los carbohidratos es el de servir como
combustible y oxidarse para proveer de energia para otros procesos metabdlicos. Los
intermediarios metabdlicos son usados para varias reacciones biosintéticas.

Cuando las necesidades energéticas inmediatas estdn cubiertas, el organismo
almacena el potencial energético aportado por la oxidacion de la glucosa.

16
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En ayuno, cuando la concentracion de glucosa en plasma desciende por debajo de

unos 3 mmol/L debe suministrarse glucosa al torrente circulatorio, ya que de lo contrario el
cerebro no tiene fuente de glucosa suficiente [27, 28].

Los mecanismos relacionados con el metabolismo de los carbohidratos estan
regulados por hormonas que tienen distintas funciones, a veces antagbnicas, y cuya
secrecion depende de las condiciones biologicas de cada momento.

El péptido insulinotropico dependiente de glucosa, producido por las células de la
mucosa del duodeno y yeyuno superior, estimula la secrecion de insulina por el pancreas. Su
concentracion en plasma aumenta después de las comidas ricas en carbohidratos o grasas.
La glucosa, aminoacidos (arginina y leucina), cetoacidos y acidos grasos constituyen los
estimulos primarios para la secrecion de la insulina. Al metabolizarse, incrementan la
concentracion de ATP, inhiben los canales de potasio ATP sensibles y favorecen el influjo de
calcio al citosol, al abrir sus canales electrosensibles. El calcio se une a una proteina - la
calmodulina - la que interactia con otras proteinas como la protein-cinasa C, que a su vez
activa el citoesqueleto promoviendo la sintesis de miosina para formar los cilios contractiles.
Los agentes potenciadores como el glucagon, el glucagon like peptide-1 (GLP-1), secretina,
pancreozimina, el péptido inhibidor gastrico (GIP) y la acetilcolina, estimulan la adenilciclasa
y asi incrementan la concentracion de AMP ciclico que a su vez activa proteincinasas AMP
dependientes. [22, 28]

Cuando la concentracién de glucosa en plasma es elevada, la insulina promueve la
captacion de glucosa por parte del higado mediante la estimulacion de la sintesis de
glucocinasa, que es la enzima que fosforila la glucosa dentro del hepatocito, a diferencia del
resto de las células en las que la hexocinasa efectia dicha funcion. La diferencia entre estas
dos enzimas es que la glucocinasa tiene menos afinidad por la glucosa, por lo que el proceso
dependera en gran medida de la cantidad de enzima disponible.

La insulina favorece la glucdlisis y la sintesis de glucégeno, lo que produce una
potenciacion de la ruta metabdlica de la glucosa hacia su oxidacion o bien su
almacenamiento. Asi, cuando en el periodo postpandrial las necesidades inmediatas de
energia estan cubiertas, se promueve la acumulacién de glucégeno, que es una reserva util

durante los periodos de ayuno. [28]
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La insulina inhibe la gluconeogénesis hepética cuando la concentracién de glucosa en

plasma es elevada después de la ingesta de alimentos; esto impide un mayor aumento de
dicha concentracion.

En el tejido adiposo favorece la conversion de la acetil-CoA derivada del piruvato en
acidos grasos, que pasaran a formar parte de los triglicéridos. Asimismo inhibe la lipdlisis
mediante una disminucion de la actividad de la triacilglicerol-lipasa.

Cuando los niveles de insulina son bajos, el glucagon aumenta la produccion hepatica de
glucosa y su liberacion a la circulacion mediante la induccién de la gluconeogénesis y la
glucogendlisis.[28]

Las enterohormonas llamadas “incretinas” entre las que destaca el GLP-1 y el GIP
secretados en las células L del ileon y K del yeyuno respectivamente, luego de la ingestion
de alimentos, estimulan la secrecidn de insulina mediada por los niveles de la glicemia. Asi
las incretinas son importantes reguladores de la hiperglucemia postprandial.

La interregulacion entre glucosa e insulina es capaz de mantener los niveles de
glucemia en un estrecho margen fisiolégico. La célula beta tiene la sensibilidad de percibir
pequefios cambios de la glicemia, respondiendo de inmediato con una secrecion insulinica
proporcional. En condiciones normales, si existe mayor demanda por una elevacion
mantenida de la glucosa, aumenta la sensibilidad a ella y luego es capaz de estimular la
replicacion de las células beta. Estos efectos tienen una distinta secuencia temporal: en
segundos responde a los cambios de la glicemia, en minutos aumenta la sensibilidad y en
semanas se adapta incrementando la masa celular.

La accion biolégica de la insulina se realiza a través de su interaccion con receptores
especificos. Se componen de 2 unidades alfa, responsables del reconocimiento de la de
insulina y de 2 unidades beta, de ubicacion al interior de la membrana, con la funcién de
transmitir el mensaje a los efectores intracelulares. Los receptores son degradados y

resintetizados continuamente. (Figura 4) [24,29].
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Figura 4. Receptor de insulina

Imagen modificada de Endocrinology: Basic and Clinical Principles [24].

La union de la insulina al receptor genera la autofosforilacién de las unidades beta en
posiciones de residuos de tirosina, por lo menos en cinco posiciones [85], estos residuos en
estructura primaria se encuentran en las posiciones: 1158, 1162, 1163, 1328, 1334, 965, 972
y 984 [85]. La autofosforilacion activa una cadena factores de transcripcion y proteincinasas
gue estimulan o inhiben la transcripcion genética y la accion de enzimas involucradas en el
metabolismo de sustratos, inducen translocacién de proteinas, aumentan la sintesis de

proteinas y el transporte de glucosa, de aminoacidos y de iones. [29]

Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus es una enfermedad cronico-degenerativa que se caracteriza por
hiperglucemias en ayuno, y postprandiales, resultado de una deficiencia en la sintesis,
secrecion y/o accién de la insulina. Sin embargo, el desarrollo de esta enfermedad tiene la
influencia de diferentes factores como: mala alimentacion, obesidad, sedentarismo, estrés, y
el factor genético.

La diabetes tipo 2 afecta aproximadamente al 5% de la poblacibn mundial con
prevalencia variada entre grupos éticos y regiones geogréficas. Dos tipos de diabetes, el tipo

1y eltipo 2, representan aproximadamente el 10 y 90%, respectivamente. [34]
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En México la diabetes tipo 2 representa uno de los mas graves problemas de salud

gue enfrenta el pais en los ultimos afios de acuerdo a la ENEC (Encuesta Nacional de
Enfermedades Cronicas) y a la ENSA (Encuesta Nacional de Salud), la diabetes se ha
incrementado en forma alarmante teniendo una prevalencia del 13%, de este porcentaje el
50% aproximadamente de los casos son diagnosticados a edades tempranas. [7]

La prevalencia de la diabetes ha aumentado en las ultimas décadas a una velocidad
alarmante a nivel mundial. Entre el afio 2000 y el 2010, en la prevalencia de la diabetes tipo 2
se ha proyectado un incremento del 47% (unos 215 millones con este padecimiento) a nivel
mundial. Y el nimero de individuos con diabetes para el afio 2030 sera de 366 millones.

El fenotipo de la enfermedad es heterogéneo y puede ser dividido en diferentes
subtipos de acuerdo a su genética subyacente, y la causa patofisiolégica. Formas de
diabetes debidas a mutaciones en genes Unicos son raras (2-5% de los casos de diabetes),
tienen alta penetrancia, y tienen muy poca influencia de factores ambientales.

En contraste, las formas mas comunes de diabetes, son enfermedades con grandes
influenzas genéticas, pero no con un patrén claro de herencia. Los fenotipos de la
enfermedad son el resultado de la interaccién de diversas variantes de genes, cada uno

mostrando un efecto modesto, y el ambiente. [30, 31]

e Clasificacion de la Diabetes Mellitus
Clasificacion de acuerdo al Comité de Expertos de la ADA y de la OMS (1997), de
acuerdo a la causa de la enfermedad [32]:
| Diabetes Mellitus tipo 1
e Diabetes mediada por procesos inmunes, destruccion autoinmune de las
células B pancreatica.
e Diabetes idiopatica, no es conocida su etiologia.
Il Diabetes Mellitus tipo 2
e Resistencia a la accién de la insulina, una respuesta insuficiente de la
secrecion de la insulina.

[Il Otros tipos especificos de Diabetes
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A. Defectos genéticos de la funcion de la célula beta. [Antes conocidas como

MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young)].
Son hereditarias, con un modelo de herencia autosémica dominante
Defectos Genéticos en la accion de la insulina.
Enfermedades del pancreas exocrino.
Endocrinopatias.
Drogas.

Infecciones.

@ mmoOoO®

Formas no comunes de diabetes mediada por fendmenos inmunes.
H. Otros sindromes genéticos asociados a veces con diabetes.

IV Diabetes Gestacional

Aquella que comienza o se diagnostica por vez primera en el embarazo.
V Alteracion del metabolismo de la glucosa o Alteracion de la Homeostasis de la
Glucosa

e Glucemia basal alterada (IFG: Impaired Fasting Glucosa)

e Tolerancia Alterada a la Glucosa (TAG o IGT: Impaired Glucosa Tolerante)
A pesar de que la diabetes tipo 1 y 2 comparten un fenotipo comudn, que es hiperglucemias
en ayunas y en estado postprandial, su etiologia es distinta.
La diabetes tipo 1 se caracteriza por una deficiencia de células p pancreaticas resultando en
una deficiencia de insulina. La deficiencia en células B es la consecuencia de una destruccion
autoinmune hacia éstas. La diabetes tipo 2, por su parte, es caracterizada por la deficiencia
en la accion de la insulina, debido a la combinacion de una resistencia a la insulina, falla en
la sintesis y/o secrecion de la esta hormona. [34]

Los mecanismos, etiologia, epidemiologia, y genética de la diabetes tipo 2 han sido
objetivo de muchos estudios. El diagnéstico clave de este desorden es una medicidbn mayor
de 126 mg/dL de glucosa en sangre en ayunas en por lo menos dos ocasiones o medicion al
azar mayor de 200 mg/dL con sintomas de poliuria y polidipsia. El intervalo normal es de 70 a
100 mg/dL. Una clasificacion mas detallada de los pacientes con niveles de glucosa
alterados se lleva a cabo con una prueba de tolerancia a la glucosa. En donde el paciente

consume una bebida alta en glucosa (75 g de glucosa) en ayunas.
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Ademas de los altos niveles de glucosa en sangre y de la respuesta a la prueba de

tolerancia a la glucosa, los individuos pueden ser obesos, hipertensos, tener dislipidemias,
resistencia a la insulina y/o hiperinsulinemia.

Durante el curso de la enfermedad, muchos pero no todos de los pacientes desarrollan
otros padecimientos incluyendo retinopatia, nefropatia, neuropatias y enfermedades

cardiovasculares. [35]

a) Genética de la Diabetes mellitus tipo 2

La DM es un desorden heterogéneo que se desarrolla en respuesta a factores genéticos y
ambientales. Las personas con DM tipo 2 pasan a través de una serie de fases antes de que
presenten la diabetes. Al principio, los niveles de insulina se incrementan como consecuencia
a la resistencia que se genera, pero la euglucemia se mantiene a pesar de la persistente
hiperinsulinemia. Finalmente, la secrecion de insulina declina en presencia de la resistencia a
la insulina, que resulta en diabetes. La obesidad, mediante su efecto sobre la sensibilidad de
insulina, también contribuye al desarrollo de la DM tipo 2. [33]

La diabetes tipo 2 es una enfermedad poligénica, lo que implica, que para que
aparezca la enfermedad se necesita de la presencia simultdnea de un grupo de genes que
afecten los procesos involucrados en la sintesis, secrecion y resistencia a la insulina. Sin
embargo, los grupos de genes que confieren susceptibilidad varian entre poblaciones. Se
debe tener presente que hay factores ambientales que contribuyen a que se desarrolle o no
la enfermedad, es decir, puede ser que la susceptibilidad otorgada por genes (mutaciones o
polimorfismos) esté presente en individuos sanos debido a la falta de otro grupo de genes o a

la ausencia de factores ambientales. [34]

b) Diabetes tipo MODY

La diabetes de aparicion temprana, MODY por sus siglas en inglés (Maturity Onset
Diabetes of the Young), es un subtipo de diabetes que es monogénica y provee un modelo
para el estudio de la genética molecular de la diabtes tipo 2. La diabetes MODY es
caracterizada por una aparicibn a edad temprana y una herencia del tipo autosémica

dominante que es demostrada con la presencia de la diabetes en la familia en tres
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generaciones sucesivas. La aparicion ocurre entre edades de 9 y 13 afios, aunque no

siempre, ocurre antes de los 25 afios [33, 34, 37].
La caracterizacion de pacientes MODY ha revelado diferencias fenotipicas entre ellos
sugiriendo una heterogeneidad, la cual ha sido demostrada mediante andlisis genéticos

moleculares. Se han caracterizado 6 variantes de MODY que se muestran en la siguiente

tabla [34].

Tabla No.1 B*®1 Genes MODY

Condicion Gen Localizacion Funcion Caracteristicas
cromosomal
MODY 1 HNF4« 20g12-g13.1 Factor de Alteracién de la
transcripcién sintesis y
secrecion de la
insulina.
MODY 2 Glucocinasa 7p15.3-15.1 Sensor de la Alteracién en la
glucosa, glucdlisis  secrecion de la
insulina
MODY 3 HNFla 12924.3 Factor de Alteracién de la
transcripcién sintesis y
secrecion de la
insulina.
MODY 4 IPF 13gl12.1 Factor de Alteracién de la
transcripcion sintesis y
secrecion de la
insulina. La
mutacion
homocigota
retrasa el
desarrollo del
pancreas.
MODY 5 HNF1.3 17ceng21.3 Factor de Alteracion de la
transcripcién sintesis y
secrecion de la
insulina.
MODY 6 NeuroD1 2032 Factor de Alteracién de la
transcripcién sintesis y
secrecion de la
insulina.

Factores de Transcripcion

Se estima que el genoma humano contiene cerca de 30 000 genes. Estos son objeto

de grupos complejos de regulacién. En las células eucariontes se expresa casi el 15% de sus
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genes, el resto permanece inactivo. El grupo de genes expresados pueden ir variando a lo

largo de la vida celular [36].

Las células eucariontes regulan la expresién de la mayoria de sus genes mediante la
velocidad a la cual son transcritos por el RNAm. La regulacion de la expresién de genes se
realiza mediante interacciones de genes promotores y proteinas que se unen al DNA
llamadas factores de transcripcion, los cuales pueden aumentar o disminuir la velocidad de
transcripcion [36].

Los factores de transcripcion tienen una estructura modular compuesta de dominios
discretos con funciones especificas. Tres tipos de dominio son los que se presentan
generalmente [36]:

1. Dominio de union a DNA
2. Dominio de dimerizacion
3. Dominio de transactivacion

Los dominios de unién a DNA posee estructuras caracteristicas llamados motivos que los
identifican [36]:

I.  Hélice-giro-hélice (Helix-turn-helix): este motivo estd compuesto de dos hélices alfa
separados por un giro beta. Una de las hélices, llamada hélice de reconocimiento, se
une al DNA haciendo contacto con la ranura mayor de la doble hélice. Un ejemplo de
proteinas que tienen este motivo es la familia de factores de transcripcion de tipo
homeodominio codificada por los altamente conservados genes homeobox que juegan
un papel importante en el desarrollo embrionario.( Figura 5 2.

II. Dedos de zinc: esta motivo de union a DNA se presenta de dos maneras, una llamada
C2H2 y C4. La forma C2H2 tiene un bucle de 12 aminoacidos anclados en la base por
2 cisteinas y 2 histidinas que tetraédricamente coordinan al ion de zinc. El motivo
forma una estructura compacta compuesta de dos laminas beta y una hélice alfaque
contiene aminodacidos basicos que interacttan con el DNA por medio del surco mayor
de la doble hélice. El motivo C4 tiene una estructura similar pero tiene cuatro cisteinas
coordinando con el zinc. Un ejemplo de cada uno es el factor de transcripcion Sp1l, y
en los factores de transcripcién del tipo esteroideo. (Figura 6%%).
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Dominios basicos: este motivo de uniobn a DNA es usualmente encontrado en

asociacion con uno o dos dominios de dimerizacion llamados cremallera de leucina o
hélice-bucle-hélice. La union al DNA requiere de la presencia de dos dominios basicos

los cuales son llevados juntos por dimerizacion.

Hélice-giro-hélice Dedos de Zinc

Figura 5. Motivo Figura 6. Motivo

Los dominios de dimerizacion se encuentran en dos formas.[36]

La cremallera de leucina: este motivo esta presente del lado C-terminal del dominio de
union a DNA. Tiene una hélice alfa en la cual cada 7 amino&cidos hay una leucina. La
dimerizacion es lograda por la interaccion entre las partes hidrofébicas creadas debido
a las leucinas.( Figura 78%).

Hélice-bucle-hélice (Helix-loop-helix): este dominio contiene dos hélices alfa
separadas por un bucle. La dimerizacién se lleva a cabo por la interaccion entre
aminoacidos hidrofébicos presentes del lado del C-terminal de la hélice. La
dimerizacion puede ocurrir no solo con dos moléculas del mismo factor de
transcripcion, sino también entre diferentes factores de transcripcidon con el mismo

dominio de dimerizacién.(Figura 8%).
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Figura 7. Motivo Figura 8. Motivo

Cremallera de Leucina Hélice-bucle-hélice

Los factores de transcripcion proveen las instrucciones genéticas que dirigen el desarrollo
pancreatico y permiten que las células p maduras funcionen adecuadamente. [39]

La célula B es la responsable de la transcripcion del gen de la insulina, de su subsecuente
procesamiento y de su secrecidn en respuesta a elevaciones en la concentracién de glucosa

en sangre. [40]

Factor Nuclear de Hepatocito 4a.

Los factores nucleares de hepatocito (HNFs) son factores de transcripcion
originalmente identificados en el higado, sin embargo también es expresado en los islotes
pancreaticos, rifiones e intestino delgado, son esenciales para la expresion de varios genes
durante el desarrollo embrionario y en la vida adulta. HNF-4a es un miembro de la

superfamilia de receptores nucleares esteroide/tiroideos. [6, 41]
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HNF-4o juega un papel importante en el desarrollo, diferenciacion celular, vy

metabolismo del pancreas endocrino ya que forma parte de la regulacién de transcripcion de
la insulina, y de su secrecién de células B pancreéticas, esta involucrado en la diferenciacion
hepética, y en la expresion de genes que regulan el trasporte de glucosa (GLUT-2), glucolisis
(aldolasa B), es esencial para el funcionamiento normal del intestino, higado y rifion. [41, 44]

Mutaciones encontradas en el gen HNF-4 « en regiones codificadoras y no
codificadoras, llevan al desarrollo de diabetes tipo MODY 1. Ademas, variantes polimoérficas
han sido asociadas a la diabetes tipo 2. [42]

Ratones deficientes en HNF-4 o muestran un fenotipo complejo incluyendo
diferenciacion hepatica alterada, la cual es letal en etapas tempranas del desarrollo
embrionario. Cuando la actividad de HNF-4 a es recuperada parcialmente en el embrion, el
higado falla en expresar una variedad de genes incluyendo los que codifican proteinas
metabolicas, apolipoproteinas, y factores séricos. [41].

Al ser HNF-4 o un receptor nuclear, posee la misma estructura modular que todos los
miembros de esa familia, consta de seis distintas regiones (referidas como regiones A-F),
gue corresponden a dominios funcionales. Contiene un dominio de unién a DNA con motivo
tipo dedos de zinc y une al DNA como homodimero. También contiene dos dominios de
transactivacion: AF-1 en el extremo N-terminal, el dominio es una hélice alfa anfipatica que
abarca los primeros 23 aminoacidos; y AF-2, un dominio transactivador bastante complejo
gue abarca los aminoacidos 128-136, los cuales también incluyen la intercara de
dimerizacion y los dominios de unién a ligando. [41,43]

El gen HNF-4 -a se encuentra en el cromosoma 20g12-g13.1, consta de 13 exones, y
ha sido asociado con DM tipo 2 en varias poblaciones. La transcripcion del gen es iniciada
por dos promotores diferentes, el proximal P1 y el distal P2, localizados 46kb aparte, que
dirigen la expresion de HNF-4 « principalmente en higado y células B3, respectivamente [5].

Diversas variantes de la proteina HNF-4a surgen de los RNAm transcritos por los dos
promotores. Las variantes de HNF-4a7-a9 aparecen primero en el endodermo visceral,
seguidos subsecuentemente por las variantes de P1 HNF-4al-a3. En adultos, HNF-4a7-0.9

son mas abundantes en pancreas y HNF-4al-a3 son mas abundantes en higado. Las
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diferencias en actividad entre las variantes han sido atribuidas a la estructura de su dominio

funcional variante- especifico y a interacciones con reguladores transcripcionales. [42]

Figura 9%, Estructura del gen HNF-4¢ y las variantes del RNAmM

En la figura 9 se observa la estructura del gen de HNF-4«, posee dos promotores, el
proximal P1 y el distal P2. La transcripcion por P1 empieza en el exdn 1Ay la transcripcion
por P2 empieza en el exén 1D y se salta el exon 1A. [42].

Silander y colaboradores investigaron la susceptibilidad de variantes en 20g13 a la
diabetes genotipificando los polimorfismos de nucleétido simple (SNP), de 291 SNP’s
tipificados en una region de 7.5 Mb, diez SNPs asociados con estado de enfermedad fueron
identificado en un area de 64-kb que cubre a los promotores P1y P2, y a los exones 1-3 de
HNF-4¢. [45].

HNF-4a interactia con elementos reguladores en los promotores y enhancers de los
genes cuyos productos estan involucrados en el metabolismo de colesterol, acidos grasos,
aminoacidos, y glucosa. Los sujetos portadores de mutaciones en HNF-4« tienen una
reduccion significativa en suero de apo(All), apo(Clll), lipoproteina(a) y triglicéridos [46].

Una de las variantes reportadas para el gen HNF-4a es la llamada T130l, que fue
descrita por Yamagata y colaboradores en 1996, es el cambio de una treonina por una

isoleucina, esta variante estd localizada en el dominio D, afectando en la caja A que es
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importante en la homodimerizacion y esta involucrada en la afinidad para la union al DNA [5,

6].

Un residuo de treonina en la posicion 130 es conservada en humanos, ratén, rata y
Xenopus.

El polimorfismo T130I es una mutacion sin sentido, localizada en el exon 4, resultado
del cambio del triplete ACT por el triplete ATT, que codifican para el aminoacido treonina e
isoleucina respectivamente, y puede ser encontrada en la poblacion general (0-5%), por lo
gue esta variacion por si misma no causa diabetes tipo MODY [6], esta mutacién afecta la
actividad de transactivacion en las células hepéticas, el mecanismo aun no es claro, una
posible respuesta es la modificacion post-traduccional que s6lo ocurre en esas células [6].

Menjivar y cols., encontraron la mutacion T130l del gen HNF-4a en diabéticos
mestizos con una frecuencia del 16%. En un estudio posterior se encontré una frecuencia de
la mutacion T130I del 7% y 11.4% en poblacion Mazahua y Teenek respectivamente. Estas
frecuencias, son las mas altas reportadas actualmente en individuos no diabéticos:
japoneses 0.8%, daneses 6% y mestizos mexicanos 5.3%, lo que permite suponer la
existencia de susceptibilidad de los indigenas mexicanos, que contribuye a la aparicion de

diabetes en poblacion mestiza mexicana [15].

Durante la embriogénesis, la formacion del pancreas y su subsecuente diferenciacion
en varios tipos de células endocrinas y exocrinas es controlada por la activacion y extincion
de un gran numero de genes. La expresion de estos genes es regulada por una cascada de
factores de transcripcién altamente organizada. Algunos de estos factores de transcripcion,
como Foxa2, PDX1 y Ptfla estan involucrados en la formacion de los brotes pancreéticos
gque dan lugar a todos los tipos de células pancreaticas derivadas del epitelio.
Posteriormente, un factor de transcripcidn que posee un dominio basico hélice-asa-hélice
(bHLH), Neurogenina3 inicia el programa de diferenciacion endocrina en células
seleccionadas. Después de su expresion, Neuro D1 sustituye a Neurogenina2 como un factor
de transcripcion del tipo bHLH. La completa diferenciacion de las células endocrinas requiere
de factores adicionales. Uno de esos factores es el factor de transcripcion de homeodominio

pareado, Pax4. [47]
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PAX4

Pax4 es Unicamente expresado trascendentalmente durante el proceso de la
diferenciacion pancreética de las células By 8. La expresion de PAX4 en células madres
embrionarias acelera su diferenciacion en células B pancreéticas. Una mutacion de sentido
equivocado en PAX4 (R129W) la cual causa una proliferacién reducida en células B fue
reportada en poblacion japonesa con deficiencia de insulina y aparicion temprana de
diabetes. Ademas, otra mutacion en PAX4 (R133W) de sentido equivocado, ha sido
recientemente descrita en poblacion del este de Africa. [47]. La variante R133W (arginina-
133-triptofano) resulta de la transicién de una C—T, y esta localizada en el exén 3. [4, 7, 8].
Los genes de caja pareada (paired box) codifican para factores de transcripcion que se
caracterizan por la presencia de un dominio pareado (paired domain), un motivo con
secuencia altamente conservada de 128 aminoacidos que posee una actividad de unién a
DNA. Pax 4 también posee un homeodominio, ademas su expresion esta restringida al
sistema nervioso central y al pancreas en desarrollo. Una caracteristica de los genes PAX es
gue estan localizados en cromosomas diferentes, en el caso de PAX4 se encuentra en el
cromosoma 7g32. [48, 49]
Smith y colaboradores identificaron un sitio consenso de unidon al DNA para Pax4 y
mostraron que la proteina puede unirse a varias secuencias de la insulina | de rata,
somatostanina, y a promotores de glucagén. EI mismo grupo encontré que Pax4 puede
actuar como un represor transcripcional, y la mayor parte de esa actividad represora la
realiza a través de la porcion homeodominio y el extremo carboxilo de la molécula [71].
La mutacion R133W esta localizada entre el paired domain y el homeodominio. (Figura 10).
De acuerdo a estudios por Mauvais-Jarvis y colaboradores esta variante ocasiona
alteraciones funcionales in vitro. Ademas, ensayos con luciferasa muestran que la variante
R133W ocasiona una reduccién de la mitad de las funciones de PAX4 como represor
transcripcional. Sorprendentemente, esta variante no afecta la afinidad medida de la unién de
DNA in vitro. Como esta variante no se encuentra dentro del domino represor de PAX4, la
represion transcripcional disminuida observada puede resultar, no de la disminucién de la

afinidad a unién de DNA, sino probablemente por la alteracion en la especificidad de union,
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por la alteracion con la interaccion con otras proteinas o de una disminucion en la estabilidad

funcional in vivo. [50].

A Paired Domain Homeodomain 349aa

PAX4 NH2

EEEEEEEE::::::a | COOH

FREHAAE AR

2 l 162 112 .

RI33Ww

Figura 10.P% Estructura de la molécula PAX 4 y localizacion de la variante R133W.

Mientras el final de la gestacion se aproxima y todas las células endocrinas comienzan a
organizarse en islotes de Langerhans la expresion de PAX4 comienza a decrecer, finalmente

en el pancreas adulto la expresion del gen ya no es detectable.[48].

NeuroD1

Las proteinas basic helix-loop-helix (bHLH) son factores de transcripcion involucradas
en la determinacion del tipo celular y diferenciacion durante el desarrollo celular. Las
proteinas bHLH pueden ser clasificadas en tres clases basandose en sus patrones de
expresion, actividades y estructuras predichas de acuerdo en su secuencia peptidica. Los
miembros de la clase A, proteina ubicua bHLH, incluye genes que son expresados en
muchos tejidos. Los miembros de la clase B, heterodimerizan con miembros de la clase Ay
se unen a cajas E con alta afinidad. Los miembros de la clase C, reguladores negativos,
dimerizan exclusivamente con ellos mismos y no pueden hacerlo con proteinas de la clase A
ni B. [51]

Como ya se menciono, seis genes han sido asociados con el desarrollo de diabetes tipo
MODY. Uno de esos genes codifica para NeuroD1, un factor de transcripcion miembro de la
familia basic helix-loop-helix bHLH, y de la clase B, es un regulador importante de

transcripcion del gen de la insulina en la célula B pancreética, mediante la formacion de un

31



=4 g» W
=2

T Facultad de Quimica UNAM

Martinez Baltazar Ana Lilia
heterodimero con la proteina E47, y su unién a la caja E (CANNTG), que se encuentra en la

region promotora del gen de isulina. [52,53]
NeuroD1 es expresado en pancreas, intestino y cerebro. Y se localiza en el cromosoma
2031-35. [51]

Diversas mutaciones en NeroD1 tienen como resultado defectos en la secrecion de
insulina. Una variante descrita de este gen es la A45T que consiste en la transicion de una
G—A en la primera posicion del codén 45 en el exon 2, resultando en la sustitucion de un
aminoacido (alanina-45-treonina) en el lado amino terminal de la proteina. (Figura 11) [9,10,
54]

Esta variante no fue asociada al desarrollo de DM tipo 2 en poblacion caucasica, sin
embargo varios reportes sugieren que puede contribuir al desarrollo de DM tipo 2 en
poblacion del sur de India y a la alteracion en la secrecion de insulina en poblacién japonesa.
Cabe mencionar, que dos estudios uno en poblacién japonesa y otro en caucdsica, asocia

esta variante con la DM tipo 1. [52]

a

bHLH domain 189 355
Ntorminus | T | /p300 interaction domain |
x 5 K3
i R111L im
AAST P18TH

Figura 11®*. Estructura de NeuroD1 y mutaciones encontradas.

Naya y colaboradores reportaron que ratones deficientes en NeuroD1 desarrollaron diabetes
y murieron por una severa reduccion en el nimero de células productoras de insulina. Este
resultado muestra que el gen de NeuroD1 es requerido para la homeostasis de glucosa y que
juega un papel esencial en la morfogénesis y diferenciacion de las células B pancreéticas.
Existe la posibilidad de que la variante A45T esté implicada en la pérdida de células B, lo que
permite el desarrollo de DM tipo 1 como consecuencia de una extensiva destruccion de estas

células. [55]
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Poblaciones indigenas

Ser indigena, significa ser una persona cuyas costumbres, creencias y vision particular
de la colectividad conjuntan el pasado prehispanico y el presente; su coincidencia, punto de
identidad y referencia lo constituye su lengua, factor que sirve como base para cuantificar a
la poblacion indigena.
Actualmente se reconocen alrededor de 62 pueblos indigenas, los cuales se agrupan en
torno a unidades territoriales delimitadas y jerarquizados conforme al orden y organizacion
gue, de manera interna deciden y comparten sus moradores para lograr objetivos comunes,
entre los que destacan los de preservar y reproducir a la propia comunidad (INI, 2000). Ser
indigena, se caracteriza ademas por las condiciones de pobreza y desigualdad en la que
desarrollan sus vidas, ya que generalmente estan asentados en regiones de dificil acceso. La
base de su economia es la agricultura, que se realiza con practicas tradicionales, sujetas a
los temporales; practican la artesania como una actividad emergente en el proceso de

sobrevivencia. [56]
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Figura 127, Localizacién poblacion indigena MAYA y CORA.
Cora

Los cora (NAAYARI, SINGULAR; NAAYARITE, PLURAL) habitan la regién montafiosa de
la Sierra Madre Occidental correspondiente al noreste del actual estado de Nayarit. Los cora
mantuvieron una region auténoma del poder virreinal y de la influencia catélica hasta 1722.

A finales del siglo XIX un grupo de antropdlogos realizaron investigaciones pioneras
en la regién serrana nayarita. A partir de las publicaciones de estos antropélogos, los cora
fueron reconocidos como una de las culturas trascendentes de la humanidad. En
publicaciones cientificas se analizaron, en términos comparativos con los indigenas del norte
de México y el suroeste de Estados Unidos, sus caracteristicas fenotipicas (fisiologicas) y
sus tradiciones terapéuticas.

En la actualidad, varios etnélogos, tanto mexicanos como norteamericanos y japoneses,

contintan la labor de investigacion de la cultura Cora, aunque todavia se esta lejos de
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comprender su nocion particular de persona — que difiere sustancialmente de la division

cuerpo-alma judeo-cristiana-, y de analizar las particularidades de su chamanismo y de su
medicina y herbolaria tradicionales. [19]

Este grupo indigena no sobreviviria sin el dinero obtenido por el trabajo estacional en la
bocasierra y la costa del estado de Nayarit, como jornaleros de café, frijol y tabaco, y los
ingresos logrados como trabajadores migrantes en Estado Unidos. En algunas zonas
apartadas se ha introducido, de manera subrepticia, el cultivo de marihuana y amapola, a
partir de lo cual algunos Cora se han convertido en agricultores comerciales sujetos a la
explotacién de las redes del narcotrafico.

La caza, la pesca y la recoleccion son actividades econdmicas complementarias. El venado
es la pieza venatoria mas importante, por encima de jabalies, liebres e iguanas. En los rios y
arroyos se lleva a cabo la pesca de peces, camarones, langostas (cauques) y tortugas;
prevalece la técnica de “envenenamiento” del agua (con sustancias vegetales) y el uso de
redes. La recoleccion varia de acuerdo a la zona ecologica; se obtienen nopales, verdolagas,
“flor de turco”, guamuchiles, nanchis, arrayanes, anonas, gualacamotes y palmitos.

Los cora hablan su propia lengua aborigen, correspondiente a la familia yuto-azteca, la cual,
junto con el idioma huichol, conforma la subfamilia corachol.

Aunque prevalecen las uniones monogamicas, los nayaritas mantienen el matrimonio

poliginico vigente, el cual corresponde a una amplia tradicion nativa.[19]
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Figura 13"°8. Ubicacion geografica y densidad de hablantes poblacién Cora.

Maya

Otra poblacién indigena de gran importancia es la maya, ya que los rasgos que
imprime el mundo maya en el rostro plural del México indio son, sin alguna, de primera
magnitud. Los herederos de la que es considerada por muchos la civilizacion mas
deslumbrante de la América precolombina tienen su asiento primario en siete estados del
territorio mexicano actual: Tabasco, Chiapas, Veracruz, San Luis Potosi y las tres entidades
gue conforman la peninsula yucateca: Campeche, Quintana Roo y Yucatan, donde habitan
los llamados propiamente mayas, que dieron nombre a todos los integrantes de la familia

linglistica denominada mayance, mayanse o mayense. [20]

36



]

Facultad de Quimica UNAM

Martinez Baltazar Ana Lilia

Los mayas no constituian un estado unificado, sino que se organizaban en varias ciudades-
estado independientes. La zona maya estaba dividida en muchas ciudades-Estado las cuales
eran sefiorios. Los mayas habitaron una extensa zona, que reune climas diversos, formada
por los actuales estados de Tabasco, Chiapas, Campeche, Yucatan Y Quintana Roo, asi
como los paises centroamericanos de Belice, Guatemala, El Salvador y Honduras.
Construyeron ciudades y centros ceremoniales en varios lugares entre los que destacan:
Palenque, Yaxchilan, Edzn4, Labn4, Sayil, Kabah, Coba, Dzibilchaltin, Tonind, Mayapéan,
Chichén Itz&, Tulum, Uxmal, Tikal y Bonampak.

Si bien los mayas siguen habitando un territorio que domesticaron hace milenios, ahora los
comparten con otros, en particular con los mestizos, surgidos no sélo del maridaje maya con
lo hispano, sino también de los mestizajes resultantes de otras oleadas migratorias, casi
todas ellas del siglo XIX, entre las cuales merecen destacarse las de grupos libaneses,
asiaticos (chinos y coreanos), e incluso con otros grupos indigenas, como los yaquis.

El estado de Campeche, cuya poblacion indigena hasta hace unas décadas era
consideradamente exclusivamente mayahablante, para 1994 albergaba — de acuerdo con
estimaciones en ese tiempo del Instituto Nacional Indigenista (INI) — una poblacion indigena
de 128 412 sobre un total de 347 493 pobladores. Entre éstos, ocupaban el primer lugar los
hablantes de maya (81.04%), seguidos por los choles (de procedencia chiapaneca, via el
colindante estado de Tabasco), que apenas representaban el 6%. El 13% restante se
repartia entre quienes hablaban alguno de los otros 18 dialectos que registraron las
encuestas.

La identidad de los indigenas mayas se mantiene con vigor por la concurrencia de al menos
tres factores asociados: el uso cotidiano de la lengua maya, la permanencia de rituales y
costumbres religiosas y la organizacion social de caracter autonomo de las comunidades.
Civilizacion tradicionalmente vinculada al cultivo del maiz, la maya, es bien sabido, logro
importantes avances en el conocimiento de los suelos, las condiciones climaticas y los
peculiares requerimientos del cultivo de ese cereal con la finalidad de obtener mejor
rendimientos. Variando segun las potencialidades del terreno y los intereses del terreno y los
interese del gran capital, se abocan a cultivar productos como henequén, citricos, flores, chile
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o leguminosas; casi todos siembran aquellos que tienden a permitir la cada vez inaccesible

auto subsistencia alimenticia: maiz, frijol y calabaza, la clasica triada mesoamericana. Pero
los trabajos agricolas no son los Unicos, muchos indigenas ocupan buena parte de su tiempo
en labores como la extraccion de sal, la fabricacién de productos hechos con fibras naturales,
la cesteria, la ceramica, la manufactura de prendas de algodon, el urdido de hamacas, la
orfebreria, las labores en cuerno bovino, sustituyendo a las de carey.

Particularmente rico es el conocimiento que guardan los especialistas médicos locales
(curanderos, herbolarios, quiropracticos y parteras) acerca de plantas a las que se atribuyen
virtudes terapéuticas: hierbabuena para los espasmos; arnica para el asma y la bronquitis;
belladona para la hinchazén por golpes; orégano para el dolor de oido; albahaca para la
carnosidad, el aire, el ojo y el susto; pepino kat para la tos y problemas o dolor al orinar. Los
curanderos tienen claro, empero, que a veces concurren otros elementos, ciertas técnicas y
rituales, para obtener los beneficios o acrecentarlos.

Con respecto al tema de salud, entre los adultos mayores son frecuentes las consultas por
problemas reumaticos y diabetes, padecimientos cuyo control continuo a menudo se dificulta
en el caso de las comunidades mas apartadas, donde los mayores afectados por tales
patologias se ven obligados a trasladarse periédicamente a centros poblacionales mayores,
con los gastos y molestias consecuentes. En el afio 1995 la tasa de mortalidad en el estado
de Campeche por diabetes mellitus era del 25.7%. [19]

Gran parte del territorio del estado de Campeche, ubicado en la regién maya, es habitado,
actualmente por poblacién indigena, la cual ha modificado algunos de los caracteres
externos que los identifican como son el vestido, la vivienda, algunas creencias; no obstante
estos cambios la esencia interna se preserva en las practicas rituales y religiosas, civicas,
organizacion y sistemas de cargo que permite que por cuestiones de género, mujeres y
hombres, tengan papeles diferenciados en las propias comunidades y en el exterior, pero a

su vez, tengan diferente condicién y posicion. [56]
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Figura 14”9, Densidad de hablantes de la lengua maya.
Principales causas de muerte en municipios indigenas, México 2005
1 Diabetes 1,864 10.9 Cirrosis y otras enfermedades
cronicas del higado 2,447 11.3
2 Enfermedades isquémicas Enfermedades isquémicas
del corazdn 1,319 1.7 del corazdn 1,697 7.8
3 Enfermedad cerebro-vascular 1,036 6.0 Diabetes mellitus 1,471 6.8
4  Cirrosis v otras enfermedades Enfermedad cerebro-vascular 1,024 4.7
del higado 735 4.3
5 Infecciones respiratorias agudas 698 4.1 Infecciones respiratorias agudas 755
6 Desnutricion calorico-proteica 685 4.0 Homicidios 709
7 Enfermedad pulmonar Enfermedad pulmonar
obstructiva cronica 633 3.7 obstructiva cronica 597 2.7
8 Enfermedades infecciosas Desnutricion proteico-caldrica 571 2.6
intestinales 483 2.8
9  Hefritis y nefrosis 450 2.6 Consumo excesive de alcohol 569 2.6
10 Cardiopatia hipertensiva 450 2.6 Enfermedades infecciosas
intestinales 491 2.3
Causas mal definidas 1,183 6.9 Causas mal definidas 1,156 5.3
Resto 7,619 44.4 Resto 10,246 471

Fuente: DGIS, Secretana de Salud (datos propios no publicados)

Figura 15, Principales causas de muerte en comunidades indigenas.
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V. Justificacion

La DM tipo 2 es uno de los mayores problemas de salud en México y su prevalencia
cada dia es mayor en la poblacibn mestiza mexicana, lo que permite suponer la existencia de
un fondo diabetogénico que hace al mexicano mestizo mas susceptible a desarrollar esta
enfermedad. Tomando en cuenta que los mexicanos somos fruto del mestizaje entre
indigenas mexicanos (75%) con europeos (20%) y africanos (5%), es de vital importancia
estudiar la genética de la poblacién indigena, para conocer el fondo diabetogénico
correspondiente a la herencia indigena del mexicano que contribuye a la aparicion de la

Diabetes mellitus tipo 2 en la poblacion mestiza mexicana.
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V. Hipotesis

Los polimorfismo T130l del gen HNF4A, R133W del gen Pax4, y A45T del gen
NeuroD1 se presentan en una frecuencia alta en poblacién maya y cora.
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VI. Objetivos
Objetivo principal:

Determinar la presencia de los polimorfismos T130I en el gen HNF4A, R133W del gen
PAX4y, A4A5T del gen NEURODL1 en poblacién Maya y Cora.

Objetivos particulares:
a) Estudiar la frecuencia de los polimorfismos T130I del gen HNF4A, R133W del
gen PAX4 y A45T del gen NEURODL1 en poblacion Maya y Cora.
b) Caracterizar bioquimica y antropométricamente a la poblacion Maya y Cora.
C) Correlacionar los hallazgos moleculares con los resultados bioquimicos y
antropométricos de las dos poblaciones estudiadas.
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VIIl. Material y Métodos

Muestras

Para la obtencion de las muestras, se viajo a las comunidades indigenas Maya en el
estado de Campeche y a la Cora en el estado de Nayarit. La seleccion de los sujetos fue tipo
censo, para poder formar parte del proyecto de investigacion tuvieron que firmar una carta
de conformidad. (Apéndice ). Se logr6 el contacto con los representantes de cada
comunidad indigena via la Secretaria de Salud, el IMSS y la CDI. Los criterios para tomar
muestra a cada sujeto fue la edad (mayor a 18 afios) y que estuvieran en ayunas.
Se tomaron 20mL de sangre periférica a cada sujeto en estudio, que cumpliera con los
requisitos de seleccion y quisiera participar en el proyecto de investigacién. La sangre fue
separada en dos tubos; uno para obtener el suero y determinar glucosa, colesterol,
triglicéridos e insulina y el otro tubo para la extraccion de DNA y asi realizar las pruebas
moleculares (PCR, RFLP y secuenciacion).

Datos Antropométricos

El célculo de indice de masa corporal (IMC) se realizo mediante la formula de Bray, que
divide el peso en kilogramos entre la talla en metros elevada al cuadrado, por lo que las
unidades son Kg/m?. Un IMC entre 25-29.9 indica sobrepeso (pre-obesidad), mientras que un
valor de IMC mayor a 30 indica obesidad. [61]

Los datos de IMC indican un sobrepeso en ambas poblaciones indigenas. El indice de
cintura cadera (ICC) se determiné dividiendo la circunferencia de la cintura en centimetros

entre la circunferencia de la cadera en centimetros.

Con los datos de IMC se establecié si la poblacion en estudié tenia un peso normal,

sobrepeso u obesidad, usando los siguientes criterios:
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Tabla No.3 Criterios de diagnostico de Obesidad (OMS)

IMC (Kg/m?) Condicién
<185 Bajo peso
18.5-24.9 Normal
25-29.9 Sobrepeso
=30 Obesidad

Pruebas bioquimicas

La determinacion cuantitativa de glucosa, colesterol y triglicéridos en suero, se
llevaron a cabo mediante kits enzimatico-colorimétricos de la marca Stanbio Laboratory
(LICON, Boerne TX).

a) Glucosa

Mediante el método de glucosa oxidasa y peroxidasa (GOD-POD). La glucosa se
oxida en presencia de la glucosa oxidasa a acido glucénico y peréxido de hidrogeno, este
ultimo reacciona en presencia de la peroxidasa con fenol y 4-aminoantipirina para formar un
complejo colorido rojo violeta de quinona (quinonaimina). La intensidad del color es

directamente proporcional a la concentracion de glucosa, y se lee a 500nm.

Glucosa + O; + H;0, Gﬂg Acido Gluconico + H,0,

H:0s+4-Aminoantipirina+Fenol POD E Complejo quinona

b) Colesterol Total

La colesterol esterasa (CE) hidroliza los ésteres para originar colesterol libre y acidos
grasos. El colesterol libre asi producido, mas el colesterol preformado se oxidan en presencia
de colesterol oxidasa (Cox) para dar colest-4-en-3-ona y peroxido de hidrégeno. Un
cromoégeno quinonaimina, con absorcibn maxima de 500 nm, se produce cuando el fenol se
acopla oxidativamente con 4-aminofenazona, en presencia de peroxidasa (POD) con
peroxido de hidrégeno. La intensidad del color rojo final es proporcional a la concentracion

total de colesterol.
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CE
Esteres de colesterol ———p»  Colesterol + Acidos Grasos
CO,
Colesterol + 0, —p Colest-4-en-3-ona + H,0O,
POD

H,O, + 4-aminofenazona + pHBs —— - 2H,0 + o-quinoemina
colorido

c) Triglicéridos

1. El glicerol y los &cidos grasos se forman en una primera etapa por la accion de la lipasa
sobre los triglicéridos.

2. El glicerol se fosforila por el adenosin-5'-trifosfato (ATP) para producir glicerol-3 fosfato (G-

3-P) y adenosin-5'-difosfato (ADP) en una reaccion catalizada por la glicerol-cinasa (GK).

(zliceral + AV Gk G-3-F + ADF

—»>

3. La G-3-P es oxidada por la glicerolfosfato oxidasa (GPO) produciendo dihidroxiacetona
fosfato (DAP) y perdxido de hidrégeno.

G-3-P + O, GPO ) DAP + H.O,
1. Los peroxidos reaccionan con 4-aminoantipirina y 4-clorofenol bajo la influencia catalitica
de la peroxidasa (POD) para formar una quinoneimina de color rojo.

2H20: + d-aminoantipiring + POn quinoneimina + HCI + 4H:0
4-clarofenol

d) Determinacion de acido urico

Se utilizo el kit comercial Stanbio LiquiColor de Acido Urico-PAP, para la determinacion
cuantitativa enzmatica colorimétrica de &cido Urico en suero o plasma.

La uricasa actua sobre el acido urico para formar peréxido de hidrogeno y alantoina. El

peroxido de hidrogeno es leido cuantitativamente por la reaccion con el acido 3,5-dicloro-2-

45



sl
AR
S
' BT
e —

Sl Facultad de Quimica UNAM

Martinez Baltazar Ana Lilia
hidroxibenzosulfénico (DCHB) en presencia de peroxidasa y 4-aminofenazona, para formar

un complejo quinoneimina de color rojo violeta.

Uncasa
Acido drico + 1,0 ——p | I:C?J2 + CO,} + Alantoina

H,0,+ DCHB F’emxidas.a N-(4-antipiril)-3-cloro-5-sulf
o'ty F + -(4-antipinl )-3-cloro-o-sulfato-p-
4 aminofenazona benzoquinonemonoimina + H,O

e) Determinacion de creatinina

Se empled el kit comercial de Spinreact de Creatinina-J, para la determinacién cuantitativa
colorimétrica de creatinina en suero o plasma. Este ensayo esta basado en la reaccién de la
creatinina con el picrato alcalino descrito por Jaffé. La creatinina reacciona con el picrato
alcalino formando un complejo rojizo. El intervalo escogido para las lecturas permite eliminar
gran parte de interferencias conocidas del método. La intensidad del color formado es

proporcional a la concentracion de creatinina en la muestra evaluada.

Medio

alcalino

Creatinina + Acido Picrico —>  Complejo de creatinina-picrato

Determinaciones Hormonales
a) Insulina: La determinacién de la insulina se realiz6 a través de un kit comercial de
Diagnostic Systems Laboratorios Inc (DSL).

La insulina se midi6 mediante un radioinmunoanalisis de fase solida, donde la insulina
marcada con *?°| compite durante un tiempo fijo con la insulina presente en la muestra, por
sitios de unién al anticuerpo especifico para la insulina. El anticuerpo utilizado esta
inmovilizado en la pared de un tubo de polipropileno debido a ello la simple decantacion de
sobrenadante es suficiente para terminar la competencia y asi aislar la fraccion de anticuerpo
unido de la insulina marcada con el isétopo. La lectura del tubo en un contenedor gamma
proporciona un namero (cpm, cuentas por minuto) que se convierte por medio de una curva

de calibracion en una medida de la insulina (mUI/mL) presente en la muestra.
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Extraccion de DNA

El DNA se extrajo mediante una técnica estandar modificada por Buffone (Buffone y
Darlington 1985) a partir de leucocitos de sangre periférica.
Se colocaron 10mL de sangre total en tubos cénicos de 50mL con EDTA, se les afiadié 25mL
de solucion Sacarosa/Triton 2X fria, se llevdé a un volumen de 50mL con agua destilada y
esterilizada, se incubaron por 10 minutos en hielo y centrifugaron a 2000rpm durante 15
minutos a 4°C, se descarto el sobrenadante y se afladieron 4mL de solucién Sacarosa/Triton
1X, se centrifugaron una vez mas a 2000rpm durante 15 minutos a 4°C, y se decantaron
cuidadosamente.
Al pellet obtenido se le afiadieron 3mL de amortiguador de lisis nuclear y se resuspendié con
una pipeta pasteur sellada de la punta. Se afadieron 216uL de dodecil sulfato de sodio al
10%, se mezcl6é cuidadosamente y se agregaron 100 uL de proteinasa K al 0.5%, se disolvio
el pellet y se incubo la solucion toda la noche a 37°C. Posteriormente se transfirio la muestra
a un tubo conico estéril de 15mL, se le afiadié6 1mL de cloruro de sodio saturado, se agitd
vigorosamente y centrifugd a 2000rpm durante 15 minutos a 4°C, se decantd el
sobrenadante a otro tubo cénico de 15mL y se descart6 el pellet.
El DNA se precipito adicionando dos volumenes de etanol al 95% frio, finalmente el DNA se
recuperé mediante una pipeta pasteur sellada de la punta, el cloruro de sodio se eliminé
mediante un lavado suave con etanol al 75%. El etanol se removié por evaporacion y se
resuspendio el DNA en 200 uL de buffer TE (Tris-HCI-EDTA). EI DNA se cuantifico
espectrofotométricamente (260/280nm) haciendo una dilucién 1:200 (5 uL muestra + 995 uL
de agua desionizada) para conocer el grado de pureza (pureza Optima 1.8-2.0 densidades
Opticas) y concentracion.

PCR del ex6n 4 del gen HNF-4¢a, exon 3 del gen Pax4 y del exon 2.1 del gen NeuroD1

La reaccion en cadena de la polimerasa es una técnica utilizada para la amplificacion de un
segmento de DNA especifico, utilizando DNA polimerasa, un templado de DNA gendmico y
oligonucledtidos especificos que flanquean el exon deseado a amplificar. La reaccion
consiste en una serie de ciclos. a) Desnaturalizacion del templado de DNA por medio de la

elevacion de la temperatura, para lograr la ruptura de los puentes de hidrégeno, y separar la
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los oligonucledtidos se hibridan

especificamente con el templado de DNA. c) Polimerizacion, mediante una DNA polimerasa

los oligonucledtidos son extendidos.

Ciclos

T130I

R133W

A45T

Desnaturalizacion
Alineamiento

Polimerizacion

94°C, 5 minutos
94°C, 30 segundos
68°C, 30 segundos
72°C, 30 segundos

72°C, 10 minutos

94°C, 5 minutos
94°C, 30 segundos
58°C, 30 segundos
72°C, 30 segundos

72°C, 10 minutos

94°C, 5 minutos
94°C, 30 segundos
60°C, 30 segundos
72°C, 30 segundos

72°C, 10 minutos

Se amplificé el exén 4 del gen HNF4A, el exén 3 de PAX4 y el exén 2 de NEURODL.
Se ocupd DNA gendmico, Master Mix (Taq polimerasa, Buffer con Mg y desoxi-
nucleotrifosfatos (ANTPS)).
Los primers empleados para la amplificacion de los genes fueron:
e Para HNF4A: se obtiene un producto de 271pb
Oligo A: 5’-CCACCCCCTACTCCATCCCTGT-3
Oligo B: 5'-CCCTCCCGTCAGCTGCTCCA-3'
e Para PAX4: se obtiene un producto de 165pb
Oligo A: 5'-CCTGAGTCTGAGCACCATCTC-3’
Oligo B: 5-GATTTGGCTGTGATTAGCCC-3’
e Para NEURODL1: se obtiene un producto de 483pb
Oligo A: 5-ACTTTTCGCAAGCATTTGTACAGG-3’
Oligo B: 5-CGCGTTCAGTCCGTGCATGC-3
La mezcla de reaccion debe contener master mix 85mM, oligo A y B 20mM de cada uno, Taq
polimerasa 2 unidades, y super agua c.b.p. 25uL.
Agregar 24.5 uL de la mezcla de reaccion a cada tubo eppendorf de 500 uL y 1 uL de DNA
genomico.
Al terminar, se realizaron electroforesis en gel de agarosa al 2% para verificar que se obtuvo

la amplificacion del producto esperado.
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Polimorfismos en los fragmentos de restriccion (RFLP)

Se utilizaron tres endonucleasas de restriccion la enzima Sfu | (Sphaerotilus species. Roche,
Penzberg, Germany) para la mutacion T130I en el exén 4 de HNF4A. La enzima Hsp92ll
(Haemophilus influenzae 92. Promega, Madison, WI, U.S.A) para la mutacion R133W en el
exon 3 de PAX4. Y la enzima Mwo | (Methanobacterium wolfeii DSM 2970. BioLabs, New
England, U.S.A.), para la mutacion A45T en el exén 2 de NEUROD1.
e La endonucleasa Sfu | efectia un corte en el producto de PCR si encuentra la
mutacion T130I, dando dos bandas, una de 190pb y otra de 81pb. Las muestras con

una sola banda de 271pb no portan la mutacion.

TTICGAA

AAGCTT

=]

e La endonucleasa Hsp92ll efectia un corte en el producto de PCR si encuentra el

polimorfismo R133W, dando dos bandas, una de 109pb y una de 56pb.

CATGY
AGTAC

e La endonucleasa Mwo | efectia un corte en el producto de PCR cuando no encuentra
la variante A45T, corta los wild type, una banda de 214pb y una de 245pb, y una
banda de 24pb cuando son homocigotos. Para los heterocigotos se aprecia ademas la
banda de 483pb. Las muestras con solo la banda de 483pb presentan la variante

A45T y son homocigotos para la variante.

E . GCNNNNNNNGC...3
3 . . CGNNNNNNNCG. . . &
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Secuenciacién

La secuenciacion fue realizada mediante el método automatico de secuenciacion, para
obtener la secuencia de bases nitrogenadas del DNA. De acuerdo a los resultados de los
RFLP, se eligieron muestras de DNA que presentaron cortes que indicaban la presencia de
la variante, tanto en su forma homocigoto como heterocigoto. Las muestras elegidas se
purificaron con un sistema de purificacion rapida para PCR (Marligen Bioscience Inc).

La secuenciacion se llevo cabo en el secuenciador 3130XI de Applied Biosystems, bajo los

siguientes parametros:

Reactivo Volumen
Premix 1l
Buffer BDS 3.5ul
Primer 5° 4 ul
Agua desionizada oul
Producto de PCR purificado | 2.5 pl
Volumen total 20 ul

El termociclador se configuro de la siguiente manera:

Desnaturalizacion | 96° C | 10 seg

Alineacion 50°C | 5 seg 25 ciclos
Extension 60°C | 4 min
Hold 4°C

Una vez que se llevé a cabo la reaccién de secuenciacion, se procedié a purificar los
productos de la reaccidn ciclica de secuencia, con el Kit Centri-Sep (Princeton separation
Systems). Al producto purificado se le extrajo el agua, a través de un SPEED VAC y
posteriormente fue resuspendido con 15 pl de formamida, se desnaturalizaron a 95° C por
tres minutos y colocaron en hielo antes de ser introducidos al secuenciador. El analisis del

electroferograma resultante de llevo a cabo a través del programa Sequencing Analysis v 5.2.
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé con el programa SPSS Inc., versiéon 13 para Windows.
En el estudio se consider6 una significancia minima de p < 0.05 con un intervalo de
confianza del 95% para cada una de las mediciones consideradas en esta investigacion. Se
realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov a los datos con el propésito de evaluar la
normalidad.
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VIIl. Resultados

Para este estudio se tuvo la participacion de 124 indigenas Coras del estado de
Nayarit, y 110 indigenas Mayas del estado de Campeche; dando una poblacién total de 234.
Sin embargo, al realizar las pruebas bioquimicas se diagnosticaron sujetos diabéticos (todos
mostraron glucosa >150mg/dL), estos sujetos no fueron considerados en la determinacion de
promedios en los datos bioguimicos y hormonales realizados del grupo de No Diabéticos.

Tabla No.2 Medidas Antropométricas de Coras y Mayas

CORAS MAYAS
i Sujetos Sujetos
Parametro o o
No Diabéticos No Diabéticos
N 119 96
Género F/IM 83/36 60/36
Edad 45.6+18.3 44.0+14.9
IMC (Kg/m?) M: 26.4+4.7 M: 30.2+4.9
(<25 Kg/m?) H: 25.3%5.4 H: 29.0+4.4
ICC M: 0.87+0.05 M: 0.85+0.06
(M:<0.8; H:<0.9) H: 0.92+0.06 H: 0.93+0.05

Los datos mostrados son el resultado del promedio + la DS.

La frecuencia de personas diabéticas en coras y mayas fue de 4.2% y de 14.6%
respectivamente. En el caso de los Coras el 100% de los pacientes diabéticos fueron
mujeres, mientras que en mayas el porcentaje de mujeres diabéticas fue de 93%, y el de
hombres 7%.
Se sabe que la diabetes es de las enfermedades que afectan mas a mujeres que a los
hombres [60], sin embargo en nuestro estudio, la n de mujeres es mucho mayor a la n de
hombres, lo que pudiera explicar el comportamiento presentado.
Ambas etnias presentan sobrepeso, un 96% en Coras, y el 100% de Mayas.

La obesidad intra-abdominal se determiné por el indice de Cintura Cadera, cuyo valor
del rango normal de acuerdo a la clasificacién de la OMS para los hombres es de 0.78 - 0.93,
y para las mujeres de 0.71 — 0.84.
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El promedio de ICC para las mujeres de ambas etnias, fue de 0.866+0.06; y para los

hombres fue de 0.93+0.06. De las mujeres evaluadas, el 60% tuvieron obesidad intra-
abdominal. ElI 38% de los hombres evaluados presentaron esta caracteristica.
El rango de edad en ambas etnias fue abierta, el de la poblacion Cora estudiada fue

de 18-93 afios. Mientras que para la poblacion Maya estudiada fue de 18-79 afios.

Determinaciones bioquimicas y hormonales

Se realizo el perfil biogquimico y hormonal de cada sujeto de estudio, se determinaron
las concentraciones en suero de glucosa, colesterol total, triglicéridos, HDL, LDL, creatinina,
acido urico e insulina, los resultados se muestran en la tabla No.4

Tabla No.4 Perfil bioquimico y hormonal de las etnias Cora y Maya

CORAS MAYAS
Parametro (Referencia) Sl_JjetOS. SL-Jje'[OS- p
No Diabéticos  No Diabéticos

Glucosa (70-100mg/dL) 94+11.9 103+17.7 0.023
Colesterol (<200mg/dL) 174+35.3 198+37.9 0.033
Triglicéridos (50-200mg/dL) 168+105.4 189+96.3 0.033
HDL (>40mg/dL) 36+9.6 48+10.7 0.005

LDL (<100mg/dL) 106+27.8 111+27.9 ns

Creatinina

M: 0.79+0.16 M:0.86+0.11

M 0.4 - 1.3mg/dL 0.0001
H: 0.97+0.13 H:1.45+2.15

H: 0.5 - 1.2mg/dL

Acido Urico (3.6-8.3mg/dL) 5.38+1.37 5.32+1.38 0.002

Insulina (5-25uUl/mL) 12.7+10.6 12.1+10.7 ns

Los datos en la tabla son los promedios + la desviacion estandar.

a) Glucosa
Algunos valores de glucosa en suero de los sujetos no diabéticos estuvieron fuera del rango
de referencia normal. Un 9.6% de mujeres coras y un 15% de mujeres Mayas presentaron

valores entre 100-120mg/dL, esto probablemente por no estar en ayuno.
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b) Colesterol
Los valores del colesterol de ambas etnias fueron <200mg/dL, que son los valores de

referencia.

c) Triglicéridos
En lo referente a los triglicéridos, ambas etnias estan dentro del rango de referencia normal
(50-200 mg/dL).

d) HDL y LDL
El valor de HDL para la etnia Cora esta por debajo del valor recomendado; y ambas etnias

estan por encima del valor limite recomendado.

e) Creatinina

El valor de creatinina que esta fuera del rango de referencia es el de los hombres Mayas.

f) Acido Urico

Todos los valores determinados de acido Urico se encuentran dentro del rango de referencia

g) Insulina

Todas las determinaciones de la insulina se encontraron dentro del rango de referencia,
abarcando valores de 10 a 13uUI/mL. Una Unidad Internacional de Insulina es equivalente a
43.4ug de insulina humana del estandar de referencia de la Organizacibn Mundial de la
Salud.

El analisis estadistico al mostrar diferencias significativas entre ambas etnias nos indica que

estas poblaciones no son idénticas, esto debido al lugar en que habitan, su alimentacién y

habitos.
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Evaluacion Molecular
a) Evaluacién de la mutacion T1301 del gen HNF4A
Verificacion de la amplificacion y tamafio de los productos de PCR
Se realizaron 234 amplificaciones por PCR del exon 4 (tamafio 271pb) del gen HNF4A. La

figura 15 muestra un gel de verificacién de amplificacion del PCR de ambas etnias.

b

Figura 15. PCR preparativo para Coras y Mayas, gen HNF4A, exdn 4. Gel de agarosa al 2% en TBE 1x,
tefiido bromuro de etidio. Voltaje = 80V durante 45 minutos. MBP = marcador de 100 pares de bases; CP

= control positivo; Co = Coras; Ma = Mayas; CN = control negativo.

Tamano de los productos del RFLP

Una vez corroborado el tamafo, se realiza la incubacién del producto de PCR con la enzima
durante toda la noche. La figura 16 muestra el gel de electroferesis para comprobar la

digestién o no del amplicon.
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Homocigoto Heterocigoto T130I Silvestre

| | |

Figura 16. RFLP para Coras y Mayas, gen HNF4A, exén 4. Gel de agarosa al 3% en TBE 1x, teflido con
bromuro de etidio. Voltaje = 80V durante 45 minutos. MBP = marcador de 100 pares de bases; CP =

control positivo; Co = Coras; Ma = Mayas; CN = control negativo.

Analizando los geles de las electroforesis de los RFLP’s, se pudo saber los sujetos que
portan el polimorfismo T130l, debido al corte presentado se aprecio si se encontraba en
estado heterocigoto u homocigoto, se decidio realizar la secuenciacién para reafirmar los
resultados debido a un posible agotamiento de la enzima. Las muestras con 3 bandas en
271, 190 y 81pb indicaban la presencia de la mutacion en estado heterocigoto (Fig.16, M86,
M87 y Co28), en los casos donde solo se observan dos bandas en 190 y 81pb corresponden
a la mutacion en estado homocigoto (Fig.16 Ma96). El encontrar este tipo de corte que
determina el estado homocigoto fue de gran relevancia porque no se habia observado este
tipo de corte en otros estudios realizados por nuestro grupo. En el caso del genotipo silvestre
Unicamente se aprecia la banda en 271pb (Fig.16 Ma94, Ma95, Col, Co3, Col0y Col2).

Secuenciacion

El estado heterocigoto y homocigoto de la mutacién T130l se comprobé realizando una
secuenciacion automatica. Para lo que fue necesario volver a amplificar las muestras por

PCR y su purificacién. La figura 17 muestra el electroferograma de la secuenciacion
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automatica del gen silvestre. ACT, T130T, que codifica para la treonina. También se observa

el electroferograma de la secuenciacion automatica de un portador de la T130l en estado
heterocigoto. Se observan dos picos, AYT, T130I, el cambio provoca que codifique para una
isoleucina. Por ultimo se muestra el electroferograma de la secuenciacién automatica de un
portador de la mutacibn en estado homocigoto, solamente se observa un pico,

correspondiente al alelo mutado.

ACT - Treonina
Genotipo silvestre
T130T

AYT - Isoleucina
Genotipo
heterocigoto
T130I

ATT - Isoleucina
Genotipo
homocigoto
1130l

Figura 17. Electroferograma de la secuenciacion automatica de los genotipos: silvestre, heterocigoto y
homocigoto para la T130T, T130I e 1130I.

El polimorfismo T130l fue identificado en la poblacion cora y maya en un 28% y 26%
respectivamente, ambos porcentajes representa el 27% de las 234 muestras analizadas,
incluyendo a los sujetos que presentaron diabetes. En las tablas 5 y 5.1 se muestran las
caracteristicas fenotipicas de los sujetos con presencia o ausencia de la mutacion T130l.
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Tabla 5. Comparacién de la poblacion Maya de acuerdo a la presencia y ausencia de la

mutacion T130lI

Parametro / Alelo T130T Alelo T130I Alelo 1130I
. . p
Referencia Silvestre heterocigoto ~ Homocigoto
N 78/81 24/25 4
IMC (kg/m?) 29.6+0.5 29.3+0.9 28.0+2.4 ns
M: 0.85+0.05 M: 0.86+0.07  M: 0.80+0.08
ICC ns
H: 0.94+0.06 H: 0.90+0.00
Glucosa (70-
103+15 106+25 96+3 ns
100mg/dL)
Colesterol
199+38 193+38 198+28 ns
(<200mg/dL)
Triglicéridos (50-
189+97 187+102 189+97 ns
200mg/dL)
HDL (>40mg/dL) 49+11 47+11 37 £10 ns
LDL (<100mg/dL) 113128 106+28 96+49 ns
Creatinina

M: 0.85+0.13 M: 0.81+0.08
mg/dL M: 0.88+0.09 ns
H: 1.48+2.28 H:1.22+0.19
Acido Urico (3.6-
8.3mg/dL)
Insulina (5-25pUl/mL) 12.5+£11.6 11.8+9.4 8.7£4.7 ns

5.3+1.4 4.7 +1.3 4.5+0.9 ns

Los datos estan representados como el promedio * la desviacion estandar.

p <0.05 indica que hay diferencia significativa; ns: no significativo
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Tabla 5.1 Comparacién de la poblacién Cora de acuerdo a la presencia y ausencia de la

mutacion T130lI

Parametro / Alelo T130T Alelo T130I Alelo 1130I
. . p
Referencia Silvestre heterocigoto Homocigoto
N 75/89 26/35 3
IMC (kg/m?) 25.8+0.6 25.9+0.9 25.3+2.8 ns
icc M: 0.87+0.05 M: 0.88+0.05 M: 0.86%0.02
ns
H: 0.92+0.06 H: 0.92+0.06 H: 0.92
Glucosa (70-
93+11 94+9 8712 ns
100mg/dL)
Colesterol
170+36 173+29 17148 ns
(<200mg/dL)
Triglicéridos (50-
140+£54 130+52 154+48 ns
200mg/dL)
HDL (>40mg/dL) 371 372 32 £5 ns
LDL (<100mg/dL) 1053 10915 108426 ns
Creatinina M: 0.81+0.17 M:0.76:0.11  M: 0.75+0.07
mg/dL ns
H: 0.98+0.15 H: 1.01+0.13 H: 1.00
Acido Urico (3.6-
5314 50z%1.2 4.5+0.5 ns
8.3mg/dL)
Insulina (5-
12.318.6 9.415.0 5.6£2.0 ns
25pUl/mL)

Los datos estan representados como el promedio * la desviacion estandar.

p <0.05 indica que hay diferencia significativa; ns: no significativo

Al realizar las pruebas estadisticas de los datos antropométricos, bioquimicos y hormonales
entre los grupos que presentan o no el polimorfismo T130l (en estado heterocigoto y
homocigoto) no se encontré una diferencia significativa, como tampoco entre los que la

portan en estado homocigoto y heterocigoto.
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La tabla 6 muestra las frecuencias encontradas en las poblaciones indigenas y las de la

poblacion mestiza mexicana evaluada para esta variante en estudios anteriores por nuestro

grupo.

Tabla 6. Frecuencias encontradas de la T130I en diferentes poblaciones

HNF4A T130I
Frecuencia genotipica Frecuencia Alélica
Poblacién
TIT T/ Total p T I Total P
N
Mestiza 71 4 146 4
75 150
(75) (95%) (5%) (97%) (3%)
Coras 89 35 210 38
124 0.00021 248  0.00007
(124) (72%) (28%) (85%) (15%)
Mayas 81 29 187 33
110 0.00098 220  0.00010
(110) (74%) (26%) (85%) 815%)

P<0.05 hay diferencia significativa, se evallo la frecuencia de las poblaciones indigenas

contra la de la mestiza.

El analisis de frecuencia muestra que hay diferencia significativa en la frecuencia que

presenta cada etnia al comparar con la encontrada en la poblacién mestiza mexicana.
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b) Evaluacion molecular de la variante R133W del gen PAX4

Verificacion de amplificacion y tamaino de los productos de PCR

Se realizaron 100 amplificaciones (50 de cada etnia) del exdn 3 (talla 165pb) del gen
PAX4, se corroboré la talla del producto de PCR con una electroforesis en gel de agarosa al
2%, a 80V durante una hora, se corrio frente a un marcador de pares de base de 100.

Los geles se observaron en un transiluminador UV. En la figura 18, se observa un gel para la

verificacion de la talla del producto de PCR.

e

Figura 18. PCR preparativo para coras y mayas, gen PAX4, exén 3. Gel de agarosa al 2% en TBE 1x,
tefiido con bromuro de etidio. Voltaje = 80V durante 1 hora. MBP = marcador de 100 pares de bases; CP =

control positivo

Tamafo de los productos del RFLP

Verificada el tamafio del amplicon, se realiz6 el RFLP, mediante el uso de la enzima de
restriccion Hsp92ll. En la figura 19, se observa un de los geles para la verificacion de la talla
del producto del RFLP.

El corte de la enzima Hsp92ll se efectta en el alelo con el codon TGG, generando los dos
patrones TGG (109pb y 56pb), y CGG (165pb).
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Figura 19. RFLP para coras, gen PAX4, exdn 3. Gel de agarosa al 3% en TBE 1x, tefiido con bromuro de

etidio. Voltaje = 80V durantel hora. MBP = marcador de 100 pares de bases; CP = control positivo.

Se obtuvo un soélo sujeto con la variante polimérfica R133W, el Cora 35. En la figura 19 se

observan Unicamente dos bandas, ya que la tercera banda es menor a 100pb.

Secuenciacion

La muestra Co 35 fue amplificada por PCR y purificada para su secuenciacion automatica. La
figura 20 muestra el electroferograma de la secuenciacion automatica del genotipo silvestre
(CGG) que codifica para la arginina. También muestra el electroferograma del portador
heterocigoto de la R133W, se pueden observar los picos encimados, el genotipo cambiado

(TGG) que codifica para triptéfano.
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CGG - Arginina TGG - Triptéfano

Genotipo silvestre Genotipo

R133R heterocigoto
R133W

Figura 20. Electroferograma del genotipo silvestre. El triplete que codifica para la arginina es el CGG. El
segundo cuadro muestra el electroferograma del genotipo mutado. Se observan dos picos (rojo y azul)

encimados, el cambio es de la C por una T, TGG codifica para triptéfano.

En la tabla 7 se muestran los datos antropométricos, bioquimicos y hormonal del sujeto
portador de la variante R133W.

El sujeto portador es una mujer, no diabética, presenta obesidad, su IMC e ICC son muy

elevados, y su perfil bioquimico y hormonal entran en los rangos de referencia normales.
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Tabla 7. Datos antropométricos y bioquimicos del portador de la variante R133W

Parametro Alelo R133W
Sexo Femenino
IMC (kg/m?) 43.7
ICC 0.84
Glucosa (70-100mg/dL) 86
Colesterol (<200mg/dL) 158
Triglicéridos (50-200mg/dL) 129
HDL (>40mg/dL) 31
LDL (<100mg/dL) 101
Creatinina
mg/dL 0.7
Acido Urico (3.6-8.3mg/dL) 5.4
Insulina (5-25pUl/mL) 20.7

El porcentaje portador de la variante polimorfica es del 1%.

c) Evaluacion molecular de la variante A45T del gen NeuroD1

Verificacion de amplificacion y tamaino de los productos de PCR

Se realizaron 100 amplificaciones (50 coras y 50 mayas) del exdon 2.1 del gen
NeuroD1 ya que es en ese fragmento es donde esta ubicado la variante A45T. El tamafio del
exén es de 483pb. Para comprobar la talla del producto de PCR amplificado se realizaron
geles de agarosa al 2%, teflidos con bromuro de etidio, se utiliz6 marcador de pares de
bases de 100pb. Las condiciones de corrimiento del gel fueron 80V durante treinta minutos.
En la figura 21 se observa las fotografia de verificaciébn de amplificacion.
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Figura 21. Gel del PCR preparativo para Coras y Mayas, gen NeuroD1, exén 2.1. Gel de agarosa al 2%

en TBE 1x, tefiido con bromuro de etidio. Voltaje = 80V durante 30 minutos. MBP = marcador de 100 pares
de bases; CP = control positivo. CN = Control negativo.

Tamafo de los productos del RFLP

La figura 22 se muestra la fotografia de verificacion del tamafio de los productos de digestion
del RFLP con la enzima Mwol.

Figura 22. Gel del RFLP para Coras, gen NeuroD1, exon
2.1. Gel de agarosa al 3% en TBE 1x, tefiido con bromuro
de etidio. Voltaje = 80V durante 30 minutos. MBP =
marcador de 100 pares de bases; CN = control negativo.

> «—
—
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—
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Secuenciacion

La figura 23 muestra la secuenciacion automatica del genotipo silvestre GCC que
codifica para una alanina. El segundo cuadro muestra el electroferograma de un portador de

la variante A45T en estado heterocigoto, donde se da la transicion de GCC a ACC el cual
codifica para una treonina.

GCC-Alanina ACC->Treonina
Genotipo silvestre Genotipo
A45A heterocigoto

A45T

Figura 23. Electroferograma del genotipo silvestre, el triplete GCC, codifica para una alanina. El
segundo electroferograma es del genotipo mutado heterocigoto, el triplete GCC cambia a ACC,

codifica para una treonina. El cambio se observa por los dos picos sobrepuestos (negro y verde).
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coras el 14% (7 muestras). Un 16% de todas las muestras analizadas entre las dos etnias.

En la tabla 8 y 8.1 se muestran las caracteristicas fenotipicas de los sujetos con presencia o

ausencia de la variante A45T.

Tabla 8. Comparacién de la poblacion Maya de acuerdo a la presencia y ausencia de la

variante polimorfica A45T

Martinez Baltazar Ana Lilia
El porcentaje de mayas portadores de la variante A45T fue del 18% (9 muestras), y de los

Parametro Alelo A45A Alelo A45T Alelo T45T p
Silvestre Heterocigoto Homocigoto
N 42 4 5
IMC (kg/m?) 30.2+4.4 28.0+£2.7 28.81£5.0 ns
ICC M: 0.84+0.07 M: 0.86+0.06 M: 0.87+0.05 ns
H: 0.94+0.06 H: 0.90 H: 0.90
Glucosa (70- ns
104114 105+16 105+£15
100mg/dL)
Colesterol ns
200+34 195450 214+35
(<200mg/dL)
Triglicéridos (50- ns
195+80 198+98 294+177
200mg/dL)
HDL (>40mg/dL) 49.5+10 39.5+7.7 47.015.5 ns
LDL (<100mg/dL) 111427 116+30 108+20 ns
Creatinina M: 0.90£0.11  M: 0.93+0.05 M: 0.77+0.09 ns
mg/dL H:1.96+3.2 H:1.10 H: 0.08
Acido Urico (3.6- ns
5.48+1.15 5.77+1.25 4.67+1.00
8.3mg/dL)
Insulina (5-25pUl/mL) 14.0+13.8 15.1249.7 14.1£12.9 Ns

Los datos estan representados como el promedio * la desviacion estandar.

p <0.05 indica que hay diferencia significativa; ns : no significativo
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Tabla 8.1 Comparacién de la poblacién Cora de acuerdo a la presencia y ausencia de la

variante polimorfica A45T
Alelo A45A Alelo A45T

Parametro P

Silvestre Heterocigoto

N 43 7
IMC (kg/m?) 26.4+45.2 28.245.2 Ns
ICC M: 0.88+0.05 M: 0.86+0.06 Ns
H: 0.95+£0.07 H: 0.94

Glucosa (70-100mg/dL) 89+9 92+11 Ns
Colesterol (<200mg/dL) 165+33 17339 Ns
Triglicéridos (50-200mg/dL) 158+115 162+73 Ns
HDL (>40mg/dL) 34.8+9.7 38.2+8.2 ns
LDL (<100mg/dL) 100+23 102433 ns

Creatinina M:0.79+0.21  M: 0.830.15
mafdL H: 0.92+0.13 H: 0.90 "
Acido Urico (3.6-8.3mg/dL) ~ 5.35+1.44 4.82+1.09 ns
Insulina (5-25uUl/mL) 14.0+13.7 24.6+14.6 ns

Los datos estan representados como el promedio * la desviacion estandar.

p <0.05 indica que hay diferencia significativa; ns : no significativo.

En ambas poblaciones evaluadas no hubo diferencia significativa en los parametros

evaluados entre los diferentes genotipos.
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En la tabla 9 se aprecia la frecuencia encontrada en cada una de las poblaciones indigenas.

Tabla 9. Frecuencias encontradas del polimorfismo A45T

NeuroD1 A45T
Poblacién
AlA AT A T
n

Coras 43 7 93 7
(50) (86%) (14%) (93%) (7%)

Mayas 41 9 86 14
(50) (82%) (18%) (86%) (14%)

A continuacion se presentan los datos de los portadores Mayas que presentaron dos

polimorfismos de los genes NeuroD1y HNF4A.

Tabla 10. Caracteristicas antropométricas y perfil bioquimico de los portadores Mayas de
polimorfismos en los genes NeuroD1 HNF4A.

Parametro / Alelo T45T y
Referencia T130I
N 3
IMC (kg/m?) 27+4.0
ICC M: 0.86+0.057
Glucosa (70-100mg/dL) 99+9.6
Colesterol (<200mg/dL) 212143
Triglicéridos (50-200mg/dL) 336+191
HDL (>40mg/dL) 45+6.0
LDL (<100mg/dL) 99+9.2
Creatinina
mg/dL M: 0.8+£0.1
Acido Urico (3.6-8.3mg/dL) 4.8+1.2
Insulina (5-25uUI/mL) 12.3+4.2
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Cabe recalcar que los tres portadores de polimorfismos en los genes NeuroD1 y HNF4A son

mujeres Mayas, y que en los tres casos la variante del gen NeuroD1 esta en estado
homocigoto (T45T), mientras que en el gen de HNF4A la variante esta en estado
heterocigoto (T130l). En lo que respecta al perfil bioquimico, el colesterol y triglicéridos
sobrepasan los limites de referencia.

Resumiendo, este trabajo analizo tres polimorfismos (T130I, R133W y A45T) en poblacion
indigena (Cora y Maya) encontrandose en mayor proporcion la T130l y la A45T.

En la tabla 11 se observa una recopilacion con los porcentajes encontrados de cada

evaluacién molecular realizada.

Tabla 11 Frecuencias encontradas en las evaluaciones moleculares

Gen/ % total %total
Mutacion/SNp ~ Cenotipo - Coras Mayas con SNP Con SNP
Coras Mayas
T/T 72.0 74.0
HTI\]I_I;)g'IA\ T/ 26.0 22.0 28.0 26.0
I/l 2.0 4.0
o AXA RIR 08 100
R133W R/W 2 0 2 0
W/W 0 0
A/A 86 84
NeAlj{gE 1 AIT 14 7.8 14 18
T/T 0 9.8
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IX. Discusion de resultados

La diabetes mellitus afecta aproximadamente al 6% de la poblacion mundial, su
prevalencia es variada entre grupos étnicos y regiones geograficas [34]. La diabetes
finalmente ha sido reconocida como una epidemia global, con el potencial de ocasionar una
crisis de salubridad a nivel mundial, este padecimiento esta creciendo mas rapido de lo
previsto [73]. Es una enfermedad que disminuye el promedio de esperanza de vida en unos
15 afos [63], aumenta el riesgo de las enfermedades cardiovasculares de 2 a 4 veces, y es
una causa principal de dafio renal, entre otras [64]. La situacidén de la diabetes en cada pais
es diferente en términos de escala del problema, el tipo de problema y la habilidad del
sistema de salud para lidiar con la enfermedad [73].

La DM en México como a nivel mundial es un problema de salud con consecuencias
médicas, sociales, y econOmicas; y es una de las principales causas de mortalidad en la
actualidad en nuestro pais [63].

Comparando la informacion de 1990 con la que ahora posee el Instituto Nacional de
Estadistica Geografia e Informética (INEGI, 2007), en 10 afios la diabetes se elevé como
causa de mortalidad en 28 entidades, en cuatro se mantuvo en idéntico lugar y en ninguna
baj6. En Oaxaca y Chiapas, por ejemplo, se encontraba hace una década en el lugar 12 6
13, pero ahora es la quinta o sexta causa de defunciones; de hecho, en ningun estado de la
Republica Mexicana se encuentra mas abajo del sexto lugar en este rubro [65].

Para poder entender la alta susceptibilidad del mexicano mestizo a la diabetes y otras
enfermedades, es necesario conocer la genética de las culturas que dieron origen al pueblo
mexicano de la actualidad. En México la poblacion esta conformada aproximadamente por un
10% de indigenas y mas de un 80% de mestizos que son el resultado de la mezcla entre
indigenas mexicanos, europeos y africanos de la época de colonizacién, sin embargo cada
mestizo tiene proporciones ancestrales diferentes, generalizandose a un 75% de origen
indigena, 25% caucasico y 5% africano. Existen estudios que muestran que las diferencias
gendOmicas entre los mestizos mexicanos se deben principalmente a las diferencias de
contribucion debida a los indigenas mexicanos y los europeos [75]. Asi este estudio se
interesa en conocer si los polimorfismos analizados forman parte del fondo diabetogénico del

mexicano heredado de los indigenas. En este contexto, se estudid la presencia de las
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variantes polimérficas R133W y A45T, y de la mutacion T130I de los genes PAX4, NeuroD1 y
HNF-4A, respectivamente, en dos poblaciones indigenas mexicanas muy importantes la Cora
y la Maya. Los genes que estudiamos codifican para los factores de transcripcion implicados
en el desarrollo y funcionamiento de las células B pancreaticas, que han mostrado en
diferentes poblaciones asociacion con el desarrollo de la DM tipo 2 [40].

Durante el periodo pre-hispanico, los grupos étnicos vivian en el centro y sur de
México. Los esclavos africanos fueron traidos a esta region después de una notable
reduccion de la poblacion nativa, debido a epidemias, entre 1545 y 1548. El mestizaje fue
afectado por diversos factores como las condiciones demogréficas, dando una
heterogeneidad genética entre e intra subpoblaciones de diferentes regiones a través de todo
el pais [75], es por esto que no basta con estudiar una sola poblacién indigena, y lo que
también sugiere que no podemos comparar a las etnias entre ellas.

Las poblaciones en estudio tienen una salud precaria en comparacién con la poblacion
mestiza, su esperanza de vida es diferente debido a las diferentes condiciones de vida, el
abuso de alcohol, la deficiente alimentacion, la falta o mala atencion de salud que reciben,
etc. En los ultimos afios la frecuencia de diabetes en comunidades indigenas ha aumentado,
consecuencia de la falta de informacion que tienen sobre la prevencion de la enfermedad
[78]. El aumento en los casos de diabetes en estas comunidades es otro de los hechos que
nos hacen pensar en la existencia del fondo diabetogénico heredado al mestizo mexicano,
los indigenas poseen genes que les permiten estar en un estado de salud sano bajo una
alimentacion con aporte calérico bajo, se ha observado que al migrar a las ciudades
desarrollan la diabetes, por el cambio en el estilo de vida, y sobre todo por la modificacion
gue sufre su dieta [78, 79].

La seleccion de individuos se llevé a cabo con el propésito de colectar muestras
representativas de cada poblacion, todos tenian que ser mayor de edad, el género, y su
historial médico no fueron requisitos, cabe notar la participacion mayoritaria de las mujeres.
En lo referente al estado de salud de los individuo, los casos detectados con diabetes la
mayoria se hizo al estar procesando ya las muestras, de los casos encontrados Unicamente

uno es del sexo masculino, se observdé mayor participacion de las mujeres, lo que puede
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deberse a que el hombre se va a trabajar desde temprano al campo, o migran a las ciudades

en busca de un mejor trabajo.

Las medidas antropométricas recopiladas en la tabla 2 del IMC indican una condicién
de sobrepeso; el ICC revela una obesidad intra-abdominal al no estar dentro del rango
normal establecido por la OMS para ambas etnias.

Por otra parte, de acuerdo a un estudio realizado por Long y cols., no hay ninguna
justificacion del uso generalizado del IMC, ya que encontraron que la transformacion
matematica correcta para describir la relacion entre la altura y el peso no es la misma en
todas las poblaciones, es decir, usar el IMC frecuentemente no resulta en una medida
independiente de la altura. El estudio sugiere que el IMC como un indice puede ser de
alguna manera alterado por proporciones que difieren en la longitud de las piernas con la
altura en poblaciones diferentes genéticamente [76], desde este punto y sabiendo que las
etnias Maya y Cora no fueron incluidas para determinar los pardmetros de IMC e ICC, seria
adecuado que México tuviera sus propios estandares de IMC e ICC para el mestizo y para el
indigena, para poder evaluar de una manera correcta el estado de sobrepeso u obesidad de
las personas.

En la etnia Cora y Maya es raro que presenten sobrepeso u obesidad porque los problemas
de nutricion de la poblacion tienen que ver fundamentalmente con los efectos de un bajo
nivel de consumo de alimentos para enfrentar una gran cantidad de actividad fisica como el
trabajo agricola, la recoleccion de lefia o el acarreo de agua, lo cual se traduce a
desnutricion.

Las caracteristicas genéticas desempefian un papel importante en las condiciones nutricias
de la poblacion indigena. Existe evidencia que sugiere que el aumento de alimentos
industrializados entre la poblacion indigena da como resultado un incremento de la obesidad
y de los niveles de lipidos y glucosa en la sangre [77]. Valles y cols., en un estudio realizado
con otomies, encontraron altos niveles de triglicéridos en la sangre, sobre todo en los
hombres que salen a trabajar fuera de las comunidades y cambian su forma de comer. Es
posible que la baja presencia de DM anteriormente en las comunidades indigenas se deba a
gue la dieta indigena tenga un papel protector, lo cual no implica que esta dieta sea mejor, Si

no que los determinantes ambientales son mas importantes que los genéticos en las
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condiciones de nutricion y salud de una poblacién, lo cual es muy interesante, ya que esto

indica que la prevencion del desarrollo de la diabetes en el mestizo mexicano es posible. [13,
77].
Una manera de caracterizar el estado de salud a un nivel mas profundo fue haciendo un
perfil bioquimico de los sujetos en estudio. El perfil bioquimico de los pacientes a los que se
les diagnosticé diabetes (datos no mostrados) no fueron homogéneos para cada individuo
eran datos muy variables, los valores de la glucosa fueron mayores a los 200 mg/dL, asi
como también los valores de colesterol y lipidos, de no tratarse adecuadamente en un futuro
se manifestaran las complicaciones provocadas por la diabetes.
Algunos miembros de los grupos de ambas etnias presentaron valores de glucosa elevados,
fuera del rango de 70 a 100mg/dL, estos valores pueden deberse a que los individuos no se
encontraban en ayunas.
Los valores de HDL en la poblacion Cora fue menor a la recomendada, mientras que los
valores de LDL fueron mayores en las dos poblaciones. Las alteraciones en el metabolismo
de los lipidos pueden ser consecuencia del alto consumo de carbohidratos, que gracias a los
cuestionarios (Apéndice) que se les realizd a los participantes de este estudio se pudo saber
del elevado consumo de piloncillo. Otros factores que pueden influir son la obesidad, la falta
de actividad fisica y el estrés.
Los valores de creatinina en los hombres mayas, estan por arriba del rango normal, esto
puede deberse a la variabilidad que existe debida a la talla y masa muscular de cada
persona. Los niveles superiores pueden ser indicio de deshidratacién o algun problema renal
[69].
El estilo de vida que llevan las comunidades indigenas aun es diferente al de las ciudades,
sin embargo, cada vez la influencia de la ciudad los alcanza mas, por lo que su dieta ha sido
poco a poco modificada. En un futuro su dieta se vera totalmente cambiada, la frecuencia de
enfermedades metabdlicas podria aumentar.

La proteina HNF-4A es un factor de transcripcion de la familia de los receptores
hormonales esteroideas. [70]. En el higado, la proteina se requiere para realizar una
gluconeogénesis hepatica normal, mientras que en las células P pancreaticas esta

involucrada en la regulacién del metabolismo de glucosa, asi como también en la expresion y
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excrecion de la insulina. La variante Thr130lle esta localizada en el domino D, el cual esta

involucrado en la union a DNA, localizado en la region box-A [5]. Esta variante fue reportada
por primera vez en individuos norteamericanos no diabéticos con una frecuencia génica del
5% [6].

Zhu y cols., reportaron que la actividad transcripcional de T130I-HNF-4A no es
deficiente comparado con la del tipo silvestre HNF-4A en las lineas celulares Hela y MING
(linea de células de insulinoma de raton), pero la actividad si es reducida en la linea HepG2
(linea celular de hepatoma humano) y en cultivo primario de hepatocitos de ratéon en un
46.2% en promedio (27-78% del tipo silvestres) [6].

En animales knockout para el gen la concentracion de HDK es dramaticamente
reducido. La funcion hepética del gen probablemente es lo que afecta el metabolismo de los
lipidos [6].

Este polimorfismo ha sido asociado con la aparicion de diabetes en poblacion
japonesa y danesa con frecuencias alélicas del 4.7% y 1.75% respectivamente. [6].

Un estudio previo de Menjivar y colaboradores descubrié la mutacién T130I del gen
HNF-4A, en diabéticos mestizos mexicanos con una frecuencia del 16% [84]. Un estudio
posterior del mismo grupo de investigadores hall6 una frecuencia de esta mutacion del 7% y
11.4% en poblacion no diabética Mazahua y Teenek respectivamente [15]. Estos datos
indican que la mutacién tiene un origen indigena y por eso la importancia de tratar de
evaluarla en las 65 etnias que existen en el pais.

La evaluacion molecular de la mutacién T130I del gen HNF-4A en poblacion Cora y
Maya arrojé una frecuencia genotipica del 28% y 25% respectivamente, ambas frecuencias
son mayores a las reportadas por Menjivar y colaboradores en poblacion mestiza mexicana
[15]. Ademas, al comparar las frecuencias encontradas en las etnias contra la poblacion
mestiza se encontrd que existe una diferencia significativa, y que el alelo de riesgo es el |
(Tabla 9). Teniendo en cuenta que la mayor parte del mestizaje fue proporcionado entre
indigenas y espafioles, y que ademas estudios realizados en poblacion esparfiola no reportan
mutaciones en el gen de HNF4A [80,81]. Lo anterior en conjunto con las frecuencias y la
diferencia significativa encontradas en este estudio confirman que la mutacién T130Il forma

parte del fondo diabetogénico indigena y que ha sido heredado al mestizo mexicano.
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Es importante mencionar que en estas dos poblaciones se encontraron individuos

homocigotos para esta mutacion, y que el estado homocigoto se pudo predecir desde los
cortes realizados por la enzima de restriccion en el RFLP, por la digestion de todo el DNA,
este hallazgo no habia sido visto en estudios previos hechos por nuestro grupo. A pesar de
gue no existe diferencia significativa en los parametros evaluados, lo que probablemente se
deba a una muestra limitada de individuos. Se observo que los portadores de la mutacion en
forma homocigota tienen valores de colesterol y triglicéridos mas elevados, niveles de HDL
menor al limite normal, y LDL mayor al limite normal, el metabolismo de los lipidos esta
alterado esto puede explicarse con la baja actividad bioldégica hepética de la T130I
previamente mencionada [6].

Ademas presentaron una menor concentracion de insulina; las alteraciones en los datos
bioquimicos y hormonal en los homocigotos al comparar con los heterocigotos se puede
deber a que no existe el alelo normal para contra restar el efecto de la mutacion, y es por lo
mismo que en los portadores heterocigotos las variaciones no son notorias, en cuanto al bajo

nivel de la insulina, puede deberse a una actividad secretora alterada [5].

La segunda variante polimérfica evaluada fue la R133W localizada en el exén 3 del
gen PAX4, involucrado en la diferenciacion y proliferacion de la célula . Ratones recién
nacidos knock-out para PAX4 tienen un tamafio y peso normal, pero carecen de células
maduras productoras de insulina y somatostanina. Aun asi, las células productoras de
insulina pueden detectarse durante etapas tempranas del desarrollo embrionario (E10.5),
pero los niveles de expresion de insulina disminuyen dramaticamente para E15.5 [48].

La variante polimérfica R133W se ubica entre el paired domain y el homeodominio, la
variante R133W ocasiona una disminucion aproximada del 37% de la funcion represora del
Pax4, lo cual puede ser consecuencia de un deterioro en la especificidad de union, o por una
alteracion en la interaccion con otros factores transcripcionales [50].

La aparicion de diabetes se manifiesta cada vez a edades mas tempranas como
consecuencia de un estilo de vida caracterizado por mala alimentacion, sedentarismo,
estrés, etc. La importante participacion de la proteina Pax4 en la diferenciacion y proliferacion

de las células B, hace necesario evaluar si la variante R133W de Pax4 forma parte del fondo
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diabetogénico indigena mexicano, ya que puede ser un factor que otorgue susceptibilidad

para el desarrollo de diabetes de inicio temprano. [50, 71].

La variante R133W fue reportada por primera vez en poblacion africana, y fue
asociada con el riesgo de padecer diabetes propensa a cetosis, caracterizada por una severa
deficiencia de insulina [50].

Esta variante polimdrfica Unicamente se encontré6 en una persona de la poblacidon
Cora. Representando un 2% de la poblacién Cora.

Los datos antropométricos y bioquimicos de la persona portadora del polimorfismo
R133W estan representados en la tabla 7. Se trata de una mujer que de acuerdo al IMC
estandar padece obesidad. Y tiene un nivel de HDL menor al 6ptimo.

Es importante observar que a pesar del IMC que indica obesidad los datos de glucosa,
colesterol y triglicéridos estan dentro de los rangos de referencia normales, lo cual apoya la
idea de que el IMC estandar universal no es adecuada de usar en todas las poblaciones.

El nivel de insulina es mayor de 20uUI/mL, sin sobrepasar el rango de referencia, seria
interesante realizar un monitoreo del comportamiento de los niveles de la hormona para
determinar si con el curso del tiempo la persona crea resistencia a la insulina. Por otra parte
también puede pensarse que el nivel de insulina presentado es por la variante polimorfica
R133W, que propicié una diferenciacion y proliferacion menor de las células  pancreéticas,
recordemos que PAX4 realiza un papel importante en la diferenciacion de las células
epiteliales pancreaticas a células B y la proliferacion de las mismas [47].

La casi nula presencia del polimorfismo R133W en estas dos etnias indica que
probablemente este polimorfismo no es parte del fondo diabetogénico indigena del mestizo
mexicano, de ser parte, las etnias Cora y Maya no son las responsables de haberlas
transmitido, por lo cual es importante seguir realizando la evaluacién de este polimorfismo en

mas etnias indigenas.
La tercera variante polimérfica evaluada fue la A45T del gen NeuroD1, se eligio esta

variante debido a la asociacion con diabetes reportada en poblaciones caucasicas y asiaticas
(India, Japdn) [40].
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El gen NeuroD1 en humano comprende dos exones, el exén 1 no se transcribe, y la

region codificante de la proteina se ubica en el exdn 2 NeuroD1 ha sido mapeado a lo largo
del brazo del cromosoma 2 (2gq32) en humano.

Es sabido que hay un polimorfismo en el codén 45 del gen NeuroD1 de una G—A,
provocando la sustitucion de Ala/Thr en el extremo amino terminal de la proteina [55]. La
proteina NeuroD1 regula transcripcionalmente la expresion del gen de la insulina en las
céluas B pancreéticas al formar un heterodimero con E47. Se ha demostrado que su nivel de
expresion influencian la apoptosis de las células . Ratones deficientes en NeuroD1
desarrollan diabetes severa, islotes anormales morfolégicamente, presentan un numero
reducido de céluas p pancreaticas, desarrollan cetonuria y mueren después de 3-5 dias de
nacido [53]. NeuroD1 puede afectar la diferenciacion o regeneracion de las células beta [72].

Estudios de Hansen y colaboradores evaluaron la actividad biolégica de Thr45
(117+£36%) en la regulacion sobre el promotor del gen de insulina humana y obtuvieron una
actividad normal. Por lo que concluyeron que en términos de transcripcion del gen de la
insulina, la variante T45 probablemente representa una variante normal de NeuroD con
ningun papel en la patogénesis de la diabetes tipo 1 y tipo 2 en poblacion danesa [82].

La variante A45T fue encontrada en la poblacion Cora en un 14%, siendo todos
portadores heterocigotos. Por parte de la poblacion Maya la frecuencia fue del 18%, siendo
un 10% portadores heterocigotos y el 8% homocigotos.

Uno de los portadores homocigotos padece diabetes, se trata de una mujer, de 54
afos, su perfil bioquimico y hormonal esta por arriba de los limites recomendados, por lo es
necesario una modificacion en su estilo de vida, presenta un de insulina bajo, lo que puede
ser debido a la variante A45T que afecta la expresion del gen de la insulina [52].

Las caracteristicas antropométricas, bioquimicas y hormonales (tabla 8 y 8.1) de los
portadores homocigotos y heterocigotos no tienen diferencia significativa entre ellos, donde
se observan valores elevados puede deberse a la portacién homocigota que como en el caso
de la persona diabética antes mencionada, no se tiene al otro alelo para contra restar los
efectos de la variaciéon. O a la dieta que tienen los sujetos en estudio [51, 52].

De los portadores heterocigotos para la A45T, algunos resultaron portar la mutacién

T130I, todas son mujeres mayas, una presento peso normal, una sobrepeso y una obesidad;
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ademas de obesdidad intra-abdominal. Dos presentaron niveles muy elevados de colesterol y

triglicéridos (tabla 10). Ninguna padece diabetes, sin embargo, Unicamente una es mayor de
60 afos. El resto son menores de 45 afos, por lo que podrian desarrollar la diabetes en un

futuro.

Con los resultados obtenidos podemos decir que la poblacién indigena Cora y Maya
presentan frecuencias altas para la mutacion T130l y la variante polimorfica A45T, no asi
para la R133W. La presencia de esas variantes combinadas con una mala dieta,
sedentarismo y otros factores ambientales podrian provocar que la frecuencia de diabéticos
en ambas poblaciones indigenas aumente considerablemente, a pesar de que en los ultimos
afios la prevalencia de la diabetes en comunidades indigenas si ha incrementado poco, el
incremento anual sigue siendo por mucho mas considerable en las zonas urbanas, y en
gente mestiza. Por otra parte, el indigena al migrar a las ciudades, cambia su estilo de vida,
de alimentacién y al interaccionar con su genética, en poco tiempo desarrollan la diabetes.
[77, 78, 79].

Lo que nos lleva a concluir que las frecuencias halladas de la T30l y de la A45T en
este estudio indican que estos polimorfismos forman parte de la genética indigena, la cual a
través del mestizaje fue heredado al mestizo mexicano, haciéndolo mas susceptible al
desarrollo de la diabetes, que en conjunto con los factores ambientales ha desatado el
incremento del desarrollo de la diabetes desde edades mas tempranas.

Al no haber encontrado mutaciones del gen HNF4A en poblacion espafiola [80, 81], y
gue las frecuencias encontradas de la T130l en el mundo son mucho menores a las
encontradas en México, esta variante heredada al mestizo mexicano tiene su origen en los
indigenas mexicanos.

El mestizo mexicano, al haber heredado en su genética en un 75% del indigena,
posee los polimorfismos que al interaccionar con los factores ambientales como la
alimentacion, el sedentarismo y el estrés tiene como consecuencia el desarrollo de la

diabetes.
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X. Conclusiones

e Las frecuencias encontradas de la mutacion T130I del gen HNF4A y de la variante
polimérfica A45T del gen NeuroD1 en poblacion Cora y Maya son las mas altas
reportadas en la actualidad, indicando que forman parte del fondo diabetogénico
indigena que el mestizo mexicano a heredado.

e La variante polimorfica R133W del gen PAX4 se encontré en una frecuencia muy
baja, por lo que probablemente esta variante polimorfica no forme parte del fondo

diabetogénico mexicano heredado del indigena mexicano.

Perspectivas
Realizar estudios moleculares de estos polimorfismos y otros mas en mas etnias para
conocer mejor aun el fondo diabetogénico que los mestizos mexicanos hemos heredado con

el tiempo, y asi poder tratar la diabetes de acuerdo a la genética de la diabetes mexicana.
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Apéndice

!

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO

DIVISION DE INVESTIGACION
LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR

CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION:
“ESTUDIO DE VARIANTES POLIMORFICAS DE LOS GENES HNF4A Y SLC30A8 COMO

POSIBLES FACTORES DE RIESGO PARA DESARROLLAR DIABETES TIPO 2 EN
POBLACION MESTIZA E INDIGENA MEXICANA”

México, a

A quien corresponda:

El (1a) que suscribe
De anos, acepto participar en forma libre y voluntaria, donando una muestra de
sangre que sera utilizada en el proyecto “ESTUDIO DE VARIANTES POLIMORFICAS DE
LOS GENES HNF4A Y SLC30A8 COMO POSIBLES FACTORES DE RIESGO PARA
DESARROLLAR DIABETES TIPO 2 EN POBLACION MESTIZA E INDIGENA MEXICANA"”,
cuyo objetivo es identificar los probables genes de susceptibilidad para diabetes mellitus no
insulina dependientes, en poblacién mexicana, que se lleva a cabo como parte de un convenio
entre el Hospital Juarez de México y la Facultad de Quimica de la UNAM.

Se me ha informado de la importancia del estudio, asi como de los objetivos del mismo y de la
forma en que se tomara la muestra de sangre. Dandome la oportunidad para hacer preguntas
libremente y estando satisfecho (a) de la informacién y respuestas recibidas acepto participar
en él.

Firma del participante

Direcciéon

Firma del Investigador
Testigol
Testigo 2
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“ESTUDIO DE VARIANTES POLIMORFICAS DE LOS GENES HNF4A Y SLC30A8 COMO
POSIBLES FACTORES DE RIESGO PARA DESARROLLAR DIABETES TIPO 2 EN
POBLACION MESTIZA E INDIGENA MEXICANA”

Cuestionario general
Datos personales:

Nombre: Edad:
Ocupacion: Estado Civil:

Sexo: __ Direccion

Escolaridad: Origen étnico

Datos antropométricos:

Peso: kg Tallla m IMC
Cintura cm Cadera cm ICC

Tensién arterial

Destrostix

Enfermedades:

Diabetes Hipertension Hiperlipidemia
Otra

Antecedentes heredofamiliares:

¢ Tiene o tuvo algin familiar directo con diabetes mellitus?

Observaciones

Ingiere alcohol: poco moderadamente frecuentemente

Toma refresco: poco moderadamente frecuentemente

Fuma: poco moderadamente frecuentemente
Jugos/fruta fresca: poco moderadamente frecuentemente:
Café/té/atole: poco moderadamente frecuentemente
Pan/Tortillas/ Pan Dulce: poco moderadamente frecuentemente
Huevos/frijoles/Carne: poco moderadamente frecuentemente

Verduras de hoja verde/zanahorias/chayotes/Papas:___poco____moderadamente____ frecuentemente
Realiza algun ejercicio: ¢ Cual?
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