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RESUMEN

La Diabetes Tipo 2 (DT2) se ha convertido en una pandemia; es alarmante que una proporcién
importante de los que la padecen sea gente joven y lo es aun mas que muchos enfermos
desconozcan tenerla. La DT2 comparte muchas caracteristicas fisiopatoldgicas y genéticas con la
Diabetes Gestacional (DG), por lo que se han considerado como entidades relacionadas. Por
ejemplo, las mujeres que padecieron DG tienen mayor riesgo de desarrollar DT2. Ambas son
enfermedades complejas en las que participa un conjunto de genes de susceptibilidad donde cada
uno aporta un efecto modesto sobre el riesgo. Utilizando diversas estrategias de estudio, se ha
corroborado la participacion de al menos 18 regiones génicas (loci), cuyas variantes alélicas son

comunes entre distintas poblaciones y confieren riesgo a desarrollar DT2.

En este trabajo analizamos la contribucion de 16 variantes alélicas en 13 de estos loci en la
susceptibilidad a la DT2 en sujetos de la poblacion mestiza mexicana. Adicionalmente,
investigamos si 5 de ellas también participan en la predisposicion genética a la DG. Se realiz6 un
estudio de asociacién caso-control que incluyé 1299 sujetos no relacionados de la poblacion
mestiza mexicana en la muestra de DT2 (997 casos y 302 controles) y 356 mujeres embarazadas

en la muestra de DG (243 casos y 113 controles).

Nuestros resultados mostraron que las variantes alélicas de KCNJ11 (rs5219), HHEX/IDE
(rs1111875), CDKN2A/2B (rs10811661) y ARHGEF11 (rs945508) se asociaron a la DT2. El efecto
de esta Ultima fue mayor en los individuos no obesos. Ademas, la variante SLC30A8 (rs13266634)
confirio riesgo sélo en el grupo de pacientes diagnosticados antes de los 45 afios, mientras que las
variantes IGF2BP2 (rs4402960) y CDC123/CAMKI1D (rs12779790) se asociaron Unicamente en el
grupo de sujetos captados de poblacion abierta. Estas variantes también ejercieron efectos sobre
algunos rasgos de la enfermedad y su efecto individual puede estar modulado por factores
ambientales e, incluso, por otros genes. El nUmero de variantes alélicas que posea un individuo
incrementa el riesgo que tiene para desarrollar la DT2; esta influencia fue mayor en algunos
subgrupos. En la muestra de DG, ninguna de las variantes alélicas analizadas se asocio al riesgo

para el desarrollo de la enfermedad.

En la poblacién mestiza mexicana, la contribucion de las variantes alélicas comunes en el
riesgo a la DT2 fue modesta y llamd la atencion que el efecto de algunas haya sido evidente sélo
en algunos subgrupos de diabéticos. La carga alélica resultd de gran importancia en el riesgo a
padecer DT2; sin embargo, no confirié ningun efecto en el desarrollo de la DG. Queda clara la
necesidad de buscar variantes genéticas que contribuyan a la predisposicién a la DT2 y la DG
presentes en el componente amerindio de la poblacion mestiza mexicana, mediante el uso de otras

estrategias.



ABSTRACT

Type 2 Diabetes (T2D) has become pandemic. It is alarming that a great proportion of people who
suffer from it are young; even more, they have not been diagnosed. DT2 shares physiopathologic
and genetic characteristics with Gestational Diabetes (GD), consequently, they have been
considered as being related. For example, women who suffered from GD are at greater risk to
develop T2D. Both are such complex diseases determined by a group of susceptibility genes, each
conferring risk for them. By means of several research strategies, at least 18 genetic regions (loci),
whose allelic variants are shared by different populations, have been confirmed to confer risk for
T2D.

In the present work, we analyze 13 of those loci the 16 allelic variants’ contribution to T2D
susceptibility in Mexican mixed individuals. Additionally, we have investigated if 5 of them take part
in genetic predisposition to GD. We developed a case-control association study that included 1299
Mexican mixed non-related individuals in a sample for the study of T2D (including 997 cases and
356 controls) and 356 pregnant women in a sample for the study of GD (including 243 cases and
113 controls).

Results show that the following allelic variants are associated with T2D: KCNJ11 (rs5219),
HHEX/IDE (rs1111875), CDKN2A/2B (rs10811661) and ARHGEF11 (rs945508). The last one’s
effect on obese individuals is greater. Another allelic variant SLC30A8 (rs13266634) confers risk
only for those patients diagnosed before they are 45 years old, while variants IGF2BP2 (rs4402960)
and CDC123/CAMKI1D (rs12779790) confers risk only for individuals from open population. These
variants do influence on some features of the disease and their effect can be modulated by
environmental factors, and even by other genes. An individuals’ risk for T2D depends on the own
amount of allelic variants; their influence increases in some subgroups. In the GD sample, no allelic
variant was associated to the risk for this disease.

In Mexican mixed population, contribution of common allelic variants to risk for T2D is low
and remarkable evidence has been found of the effect that some of them have on specific diabetic
subgroups. Allelic load was significantly important in the risk for T2D. However, it does not confer
risk for GD. Research on genetic variants contribution to predisposition to T2D and GD in the
American component of Mexican mixed population is needed. This should be based on the use of

other strategies.



1. INTRODUCCION

1.1.Historiay epidemiologia de la DM

La Diabetes Mellitus (DM) se ha convertido en una de las enfermedades con mayor impacto
epidemioldgico en el mundo; sin embargo no es una enfermedad nueva. La primera referencia que
de ella se hace, se encuentra en el papiro egipcio de Ebers, que data del afio 1500 AC, donde se
describen sintomas que parecen corresponder a la DM. El término “diabetes” fue usado por
primera vez por Areteo de Capadocia en el segundo siglo DC, y significa en griego “sifén”; es decir,
se refiere a la eliminacidon exagerada de orina. Durante los siguientes afios, Galeno, Susruta y
Sharuka, entre otros, hicieron observaciones importantes respecto a las caracteristicas de la
enfermedad como, por ejemplo, la asociacién de la poliuria con una sustancia que daba sabor
dulce a la orina. Incluso, la medicina india ya distinguia entre una forma que se daba en jovenes
delgados que no sobrevivian mucho tiempo, y otra que se daba en personas mayores y obesas. En
1679, Thomas Willis describi6 la diabetes, la designé con el nombre de diabetes mellitus (haciendo
referencia al sabor dulce de la orina) y a partir de entonces quedé considerada como una entidad

clinica. Sobre la DM escribi6 que:

“antiguamente esta enfermedad era bastante rara pero en nuestros dias, la buena vida y la aficion

por el vino hacen que encontremos casos a menudo...”

Las observaciones hechas por Willis son ciertas hasta la actualidad, incluyendo el aumento
explosivo de los casos debido a las dietas no sanas, la obesidad y las formas de vida sedentarias.
Actualmente la DM ha alcanzado proporciones pandémicas. En el afio 2000, se calculé que habia
171 millones de diabéticos alrededor del mundo, y se estima que la cifra aumentara a 366 millones
antes del 2030. El niamero de muertes atribuidas anualmente a la diabetes es alrededor de 3.2
millones en el mundo, lo que corresponde a 6 muertes cada minuto. Los 10 paises con mayor
namero de victimas son la India, China, EUA, Indonesia, Jap6n, Paquistan, Rusia, Brasil, Italia y
Bangladesh (Cérdova, 2008).

El panorama no es diferente para nuestro pais, donde ocupa el primer lugar en nimero de
defunciones por afio. La tendencia de mortalidad es ascendente en ambos sexos, con mas de 60
mil muertes y 400 mil casos nuevos anuales. La mortalidad por DM ha tenido un ritmo de
crecimiento del 6% en los Ultimos 7 afios (Cérdova, 2008). La Encuesta Nacional de Salud (ENSA)
2000 (Olaiz, 2000), inform6 que la prevalencia nacional de DM para adultos mayores de 20 afios
es de 7.5%. Por su parte, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) 2006 (Olaiz,
2006) informo6 que dicha prevalencia aumentd a 14.42%. El nimero de adultos jévenes diabéticos
(20-40 afios de edad) también ha incrementado, siendo el 13.2% del total de pacientes en 2000
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(Olaiz, 2000) y el 21.5% en 2006 (Olaiz, 2006). Un porcentaje importante de estos pacientes no se
sabia diabético, sino que fue diagnosticado durante la realizacion de las Encuestas (tabla 1.1).

Tabla 1.1. Estadisticas de la DM en México.

ENSA 2000  ENSANUT 2006

Tasa de mortalidad (por 100 mil habitantes) 46.8 65.2
No. de causa de muerte 3 1
No. de causa de muerte (?) 1 1
No. de causa de muerte () 2 1
% de muertes ocurridas 10.7 13.8
Prevalencia (diagnéstico médico previo) (%) 5.8 7
% diabéticos con diagnostico previo 77 n.d.
Prevalencia global (%) 7.5 14.42
Prevalencia en mujeres (%) 7.8 n.d.
Prevalencia en hombres (%) 7.2 n.d.
% de inicio temprano (%) 13.2 21.5
Numero de casos (millones) 3.6 7.7

n.d.: no disponible. Datos obtenidos de (INEGI, 2002;0laiz, 2006;0laiz, 2000).

Ademas, la prevalencia es mayor: 1) en mujeres, 2) entre la poblacién con antecedentes familiares
de DM (padre, madre o ambos), 3) entre la poblacion obesa, 4) entre grupos de edad mayores y 5)
en la region norte del pais y el area metropolitana de la Ciudad de México (Cordova, 2008). La
mayoria de la poblacién diabética detectada a través de las Encuestas presentd niveles altos de
hemoglobina glucosilada (marcador de un pobre cuidado médico), lo que refleja una cobertura de
control de apenas 20% en el pais. Los costos directos totales de la atencién médica de DM van
desde 2.5% hasta 15% de los presupuestos anuales, dependiendo del predominio local y de la
sofisticacién del tratamiento disponible. Ademas, la DM ocupé el noveno lugar como causa de
egreso hospitalario en el Sector Salud con 130 223 casos que representaron el 3% del total de

egresos en las instituciones del Sector Salud (Cérdova, 2008).
1.2. Bases metabdlicas de la DM

Para poder entender la fisiopatologia de la DM, es necesario conocer la fisiologia normal. En
individuos sanos, las concentraciones de glucosa plasméticas estan finamente controladas por un
sistema complejo, cuyo regulador principal es la insulina. Cualquier alteracion en ese sistema
puede causar hipoglucemia o hiperglucemia. La insulina es una hormona sintetizada y secretada
por las células B de los islotes pancreaticos, en respuesta al incremento en los niveles de glucosa.
Los efectos principales de la insulina son: 1) supresion de la liberaciéon de acidos grasos del tejido
adiposo, 2) supresion de la produccién enddégena de glucosa hepatica y, 3) incorporacion de
glucosa circulante en musculo. La insulina se une a sus receptores en los drganos blanco y en la

misma célula B; a partir de los cuales se desencadenan las respuestas fisiol 6gicas (figura 1.1).

La normoglucemia (70-125 mg/dL) se mantiene mediante el balance entre la accién de la

insulina y su secrecion. Cuando la accién de la insulina disminuye (resistencia a la insulina), el



sistema compensa incrementando la funciér pancreatica (mayor secrecion). Sin embargo, las
concentraciones de insulina podrian mantenerse altas y, eventualmente dafiar a la cdula
(Stumvoll et al., 2008). Existen diferentes condiciones bioldgicas en las que puede presentarse

disfuncién de las células (3 o resistencia a la insulina y, una de ellas es la DM.

¢ Disfuncion’, DIABETES
.. célulap MELLITUS

Pancreas
Insulina ~ "Resistencia-,
Pt alainsulina,d

1. Lipdlisis 2. Produccién 5

de glucosa 3. Incorporacion

de glucosa
, Higado
Grasa

Acidos grasos Glucosasanguinea

Figura 1.1. Papel de la insulina en el metabolismo. La secrecion de la insulina por
parte de las célula3 del @increas tiene tres efectos principales en el organismo.
Estos se ven modificados cuando hay una disminucién en la secrecion de insulina o
su accion en los érganos blanco y, consecuentemente se produce un exceso de
acidos grasos circulantes e hiperglucemia. Modificada de (Stumvoll et al., 2008).

1.3. Definicion de DM y su clasificacion

La DM es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia que resulta de
defectos en la secrecién de insulina, su accion o ambas ("Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus," 2008). De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, American Diabetes
Association) hay tres formas de diagnosticarla, todas deben ser confirmadas, a menos que haya

sintomas inequivocos de hiperglucemia.

Tabla 1.2. Criterios de diagndstico de la DM segun la ADA, 2007.
Normoglucemia

Glucosa ayuno <110 mg/dL
CTOGde 759 Glucosa 2 hrs <140 mg/dL
Intolerancia a los carbohidratos
Glucosa ayuno 110-125 mg/dL
CTOG de 75g Glucosa 2 hrs 140-199 mg/dL
Diabetes Mellitus
Glucosa ayuno 2126 mg/dL
CTOG de 759 Glucosa 2 hrs 2200 mg/dL
Casual Glucosa sin ayuno 2200 mg/dL + sintomas de DM

* Se diagndstica DM cuando el paciente cumple con cualquiera de las condiciones.



En dos de ellas, se utiliza la informacién arrojada durante una Curva de Tolerancia Oral a la
Glucosa (CTOG) en la que se administran 75 g de glucosa en 375 mL de agua en ayuno y, se
realizan mediciones de esta, antes y a las 2 horas de la ingestién. La interpretaciéon se realiza
siguiendo puntos de corte ya establecidos (tabla 1.2). La DM puede clasificarse en cuatro tipos

principales que se describen a continuacién ("Standards of Medical Care in Diabetes," 2007).

1.3.1. Diabetes mellitus Tipo 1 (DT1)

Es un transtorno autoinmune en el cual el cuerpo ataca y destruye sus células B pancreaticas. Esto
resulta en la produccién casi nula de insulina (causa directa de la hiperglucemia), y los pacientes
que la padecen, necesitan la administracién exégena de dicha hormona, de modo que también es
llamada diabetes mellitus dependiente de insulina (figura 1.2). Ademas, estos pacientes son muy
propensos a la cetosis (acidosis causada por una produccion excesiva de cuerpos cetonicos) y
presentan anticuerpos contra los islotes pancreéticos, caracteristica utilizada para su diagndstico
(Porterfield, 2007). Generalmente, los pacientes tienen sintomas agudos de la enfermedad y
niveles muy elevados de glucosa sanguinea; debido a esto, son diagnosticados muy jovenes
("Standards of Medical Care in Diabetes," 2007). El 90% de los casos comienzan en la infancia
(entre 10-14 afios de edad).

Normoglucemia DT1
Produccién Glucosa Accion de
deinsulina lainsulina Glucosa
Disminuye Accién normal
la produccién . X
D de lainsulina
Higado deinsulina -

| Insulina p i
- > & 1 SN,
- ) & Musculo . Niveles deinsulina y.
muy bajos .\ £
=

. esquelético Destruccién
Célula B Tejido decélulas B
adiposo
DT2 (inicio) DT2 (avanzada)
Glucosa Glucosa
Disminuye L PR
Aumenta i Disminuye Disminuye
~ laaccionde - .
la produccién 3 lainsulina la produccién laacciéonde
de insulina (resistencia) de insulina lainsulina
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Figura 1.2. Secrecion de la insulina y resistencia a esta, en condiciones de normoglucemia o cuando se

padece algun tipo de DM. Modificada de (Permuitt et al., 2005).



1.3.2. Diabetes mellitus Tipo 2 (DT2)

Es la forma mas comun, en México representa el 97% de los casos diagnosticados (Salud, 2008).
Generalmente, se diagnostica hasta que aparecen complicaciones, y aproximadamente un tercio
de los afectados permanecen no diagnosticados ("Standards of Medical Care in Diabetes," 2007).
La causa de la hiperglucemia en este tipo de diabetes es mas compleja debido a que es resultado
tanto de defectos progresivos en la secrecion de la insulina como de la resistencia a dicha
hormona. En un inicio, los pacientes continian secretando insulina, incluso suelen presentar
hiperplasia de las células3 e hiperinsulinemia; sin embargo, los 6rganos blancos no responden
adecuadamente a la hormona (Permutt et al., 2005). Conforme avanza la enfermedad, las células

van perdiendo poco a poco su funcién (figura 1.2).

No es posible establecer una secuencia causal Unica puesto que la gravedad de estas dos
alteraciones varia en cada paciente; no obstante, se pueden distinguir diferencias si se clasifica de
acuerdo a ciertos factores clinicos. Uno de los mas importantes es la edad a la cual son
diagnosticados; en funcién a esta se han establecido puntos de corte (Frayling et al., 2003). En lo
que respecta a la poblacion mestiza mexicana, hay estudios que contemplan diferentes intervalos

de edad y, han demostrado las siguientes diferencias:

1) DT2 de inicio temprano: se da en aquellos pacientes diagnosticados entre los 20-39 afios
de edad. Su principal caracteristica es la deficiencia severa de insulina, y por tanto,
requieren tratamiento con insulina mucho mas rapido. Se trata de una forma mucho mas
agresiva de la enfermedad, en la que los pacientes tienen mayor riesgo de sufrir

complicaciones cronicas (Aguilar-Salinas et al., 2001;Garcia-Garcia et al., 2002).

2) DT2 de inicio tardio: se da en aquellos pacientes diagnosticados a partir de los 40 afios de
edad. Su principal caracteristica es la resistencia a la insulina. Presentan mayor indice de
masa corporal (IMC); y perfiles lipidicos adversos, incluyendo: niveles altos de triglicéridos,
colesterol y lipoproteinas de baja densidad (LDL, Low Density Lipoprotein). Como
consecuencia a lo anterior, la proporcién de personas hipertensas es mucho mayor en este
grupo (Aguilar-Salinas et al., 2001;Garcia-Garcia et al., 2002).

Existe un estudio similar en poblacién estadounidense donde los resultados son opuestos a los de
poblacion mestiza mexicana; es decir, sus pacientes diabéticos de inicio temprano (edad de
diagnéstico menor a 45 afios de edad) presentan mayor IMC, mayor frecuencia de dislipidemias e
hipertensién, aunque mantienen el riesgo elevado de sufrir mas complicaciones (Hillier et al.,
2001;2003). Esto podria reflejar la existencia de diferentes mecanismos de desarrollo de la
enfermedad entre diferentes poblaciones. Por otro lado, en poblacién mestiza mexicana, también
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se ha observado que los pacientes que requieren acudir a un hospital para su control, son casos
de mayor gravedad y desarrollan mas complicaciones. Estos sujetos son delgados y necesitan
administracion constante y temprana de insulina (Aguilar-Salinas et al., 2002). De acuerdo a lo

anterior, es posible definir grupos que poseen mayor riesgo a desarrollar DT2 (tabla 1.3).

1.3.3. Diabetes mellitus Gestacional (DG)

Se define como una intolerancia a los carbohidratos de severidad variable que se presenta o se
diagnostica por primera vez durante el embarazo (Buchanan et al., 2007). Durante la gestacion, se
producen cambios drasticos en el metabolismo materno que son necesarios para asegurar las
demandas de nutrimentos del feto en crecimiento, aln cuando estos sigan incorporandose a la
madre (Torgersen et al., 2006). Uno de los cambios es un aumento en la resistencia a la insulina
(cuyo mayor pico se da al final del segundo trimestre), a lo que el cuerpo compensa aumentando la
secrecion de la hormona; sin embargo, en las mujeres con DG no es suficiente y se genera

hiperglucemia (Buchanan et al., 2005;Vambergue et al., 2002).

Tabla 1.3. Similitudes entre la DT2 y la DG.

DT2y DG DT2 DG
Aparicion Adultos Embarazo
Hiperglucemia
Sintomas A Glu‘cgsu_rla I
Poliuria, polidipsia, polifagia
Pérdida de peso inexplicable
Obesidad
Antecedentes familiares
Etnicidad Edad avanzada
Factores . . Py
de ri Intolerancia a la glucosa previa Productos macrosémicos
eriesgo ) . s . . o
Resistencia a la insulina previa Multiparidad

Sedentarismo, tabaquismo
Bajo peso al nacer

Dieta
Tratamiento . EJerC'C'.O
Hipoglucemiantes
Insulina
Retinopatias Macrosomia fetal
Neuropatias Complicaciones en parto
Complicaciones Nefropatias Hipoglucemia fetal
Microangiopatias Riesgo a DT2 fetal
Problemas visuales DT2 en la madre

La forma mundialmente aceptada para el diagnéstico de la DG es mediante la realizacion de una
CTOG de 100 g de 3 hrs en las semanas 24-28 de gestacion. Se diagnostica DG, cuando hay dos
0 mas valores alterados de los establecidos por Carpenter y Coustan, 1982 (tabla 1.4). La curva
deberia realizarse a todas las mujeres embarazadas; sin embargo, dado su alto costo, se
reemplaza por una prueba de escrutinio o tamiz de 50 g en las semanas 13-28 de gestacion que
permite identificar a las mujeres con mayor probabilidad de sufrir DG. Sélo a ellas, se les realiza la
CTOG de 100g para verificar su estado metabolico (Endocrinologia Clinica, 2004).



La DG puede desaparecer horas después del parto; sin embargo, un porcentaje alto de las
pacientes pueden desarrollar DT2 (17-63% en un periodo de 5-16 afios después de resuelto el
embarazo), principalmente si: 1) son obesas; 2) el diagndstico se establecié en etapas tempranas
del embarazo y; 3) la hiperglucemia fue muy elevada (Endocrinologia Clinica, 2004).
Adicionalmente, la recurrencia de DG es del 35 al 80% y est4 influenciada por el IMC, la paridad,
caracteristicas del embarazo afectado (etapa de la gestacién en que se diagnostico la primera vez,
requerimientos de insulina y ganancia de peso), y el intervalo entre los embarazos (Ben-Haroush et
al., 2004).

Tabla 1.4. Criterios de diagndstico de la DG,
segun Carpenter y Coustan, 1982.
Glucosa (mg/dL)

Ayuno 85
1h 180
2h 155
3h 140

La prevalencia de la DG también ha aumentado en los ultimos afios y varia entre las diferentes
poblaciones étnicas; por ejemplo, en asiaticas es de 5-10%, en mexicoamericanas de 5-7%, en
arabes de 5-7%, mientras que en europeas es de 2-4% (Shaat et al., 2007). Es importante
mencionar que las diferencias en los métodos de diagndstico impiden la comparacion de las
prevalencias entre poblaciones; ya que a diferencia de la DT2, adn no hay un consenso mundial.
Un estudio realizado por el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPer)
de la Ciudad de México revelé una prevalencia del 8.4% en poblacion mestiza mexicana en 2005
(Ramirez, 2005). Si se le suma el hecho de que algunas mujeres pueden tener diabetes
preexistente no diagnosticada, las cifras de prevalencia son ain menos confiables primordialmente
en aquellas poblaciones con alto riesgo de DT2 de inicio temprano, como lo es la poblacion
mestiza mexicana. Todo esto ha hecho muy complejo el estudio de la DG.

Podemos distinguir varias caracteristicas comunes por las que se han propuesto a la DT2 y
a la DG como entidades relacionadas, e incluso a esta Ultima como un estado prediabético: 1)
ambos grupos presentan resistencia a la insulina y disfuncion de la cél@lgpancreitica, 2)
comparten factores de riesgo y, 3) la prevalencia de la DG varia proporcionalmente con la de DT2.
Con respecto a su relacion con la DT1, algunas pacientes con DG presentan anticuerpos contra la
insulina y los islotes pancreaticos; sin embargo, son muy poco frecuentes (<10%) (Ben-Haroush et
al., 2004).

1.3.4. Otros tipos especificos de DM

Dentro de este grupo se ubican todos los tipos de DM que se desarrollan debido a otras causas,

entre las que destacan ("Standards of Medical Care in Diabetes," 2007):



1)

2)

3)

4)

5)

Defectos genéticos en la funcién de la célufa (MODY,  Maturity Onset Diabetes in the
Young; y otras): son causas no comunes de DM que puede ser confundida con la DT2,
puesto que ambas no dependen de la administracidon exdgeno de insulina, al menos en las
primeras etapas de la enfermedad. Son monogénicas (causadas por la mutaciéon de un
solo gen) y, se heredan como un rasgo autosomico dominante. EI diagndstico
generalmente se da en la nifiez o adolescencia (antes de los 25 afios de edad), aunque la
hiperglucemia puede ser muy ligera o ausente. Se han definido a la fecha, seis subtipos de
MODY. Por otro lado, también se han descrito mutaciones puntuales en el DNA
mitocondrial que causan DM; por ejemplo: tRNA Leu 3243.

Defectos genéticos en la accion de la insulina: se trata de sindromes cuya caracteristica es
la presencia de una severa resistencia a la insulina; ya sea por: mutaciones dominantes o
recesivas en el receptor de insulina (p.ej.: resistencia a la insulina tipo A, leprechaunismo,
sindrome de Rabson-Mendenhall); atrofia del tejido adiposo (p.ej. sindrome de Berardinelli-
Seip); o autoinmunidad al receptor de insulina (p.ej. resistencia a la insulina tipo B).
Enfermedades en el pancreas exocrino: la funcién de esta porcién del pancreas es la
secrecion de enzimas digestivas que son enviadas al duodeno; cualquier proceso que
dafie el pancreas puede resultar en DM; por ejemplo: pancreatitis, trauma o remocién
quirdrgica del pancreas, cancer de pancreas, fibrosis quistica.

Enfermedades del pancreas endocrino: esta parte del pancreas se encarga
fundamentalmente de la secrecién de hormonas, cualquier desorden que resulte en la
produccion excesiva de hormonas (cortisol, hormona del crecimiento, glucagon) que
antagonicen la accion y secrecion de la insulina, pueden provocar DM. Por ejemplo:
sindrome de Cushing, feocromocitoma, acromegalia.

Induccién por administracion de medicamentos u otros quimicos: algunas sustancias
pueden desacoplar la secrecién de la insulina; aunque no causan directamente DM,
pueden precipitar su desarrollo cuando se padece resistencia a la insulina previa; por
ejemplo: terapia con interferéa. Ademas, la administracién excesiva de tratamientos
hormonales, pueden desacoplar la accién de la insulina; por ejemplo: glucocorticoides,

hormona tiroidea.

1.4. Genéticay estrategias de estudio

La DM es una enfermedad heterogénea y multifactorial, en la que participan factores genéticos que
van desde mutaciones puntuales que por si mismas son suficientes para desarrollar la enfermedad
—en las formas monogénicas de la enfermedad, como los casos MODY (Maturity Onset Diabetes of
the Young), hasta combinaciones de variantes alélicas en distintos loci —en las formas mas
comunes— que resultan en el fenotipo diabético en presencia de diversos factores ambientales de

diferente magnitud tales como alimentacion, sedentarismo, obesidad, exposiciébn a agentes
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genotoéxicos, etc. Es el factor genético influenciado por el ambiente y el estilo de vida lo que

determina la susceptibilidad de un individuo a desarrollar diabetes (figura 1.3).

Entre la evidencia que apoya que la DT2 tiene un fuerte componente genético destaca que:
1) la tasa de concordancia en gemelos monocigéticos idénticos (35-58%) es mayor a de gemelos
dicigéticos no idénticos (17-20%) pues éstos sb6lo comparten el 50% de sus genes; 2) los
antecedentes familiares confieren 2.4 veces mas riesgo de desarrollar DT2 y aumenta cuando
ambos padres la padecen (Stumvoll et al., 2008). Esto demuestra también la existencia de factores
ambientales predisponentes; entre ellos podemos mencionar que el riesgo a desarrollar DT2:; 1)
aumenta 20 veces en individuos obesos, 2) aumenta en individuos que tuvieron bajo peso al nacer
y que en la vida adulta llevan mala nutriciébn (la malnutricién fetal puede provocar un pobre

desarrollo de las células B pancreéticas y resistencia a la insulina) (Permutt et al., 2005).

Alimentacion
Sedentarismo Desnutricion
fetal
Iy .,f\,'?\.r'}'u—._ o
&
S
NORMOGLUCEMIA m*g
— Genes de susceptibilidad
7
f
Agentes - Diabetes en
genotoxicos el embarazo
Obesidad

Figura 1.3. Interaccién genes-ambiente en el desarrollo de la DT2.

En 1962, Neel propuso la hipétesis del gen ahorrador. En esta, plantea que ciertas poblaciones
(cazadores y recolectores) tienen rasgos genéticos que alguna vez confirieron ventajas de
sobrevivencia en tiempos antiguos porque mejoraban la eficiencia metabdlica y el almacenamiento
de calorias como grasa; pero en la actualidad, donde las provisiones de alimentos son abundantes
y la actividad fisica es minima, esos mismos rasgos se han vuelto perjudiciales. En un esfuerzo por
identificar aquellos genes o regiones genéticas que generen susceptibilidad a la DT2, se han
desarrollado dos estrategias principales (analisis de ligamiento y analisis de asociacion) con sus

respectivas variantes (figura 1.4). Se distinguen tres de ellas:

1) Analisis de ligamiento: se realizan en nucleos familiares o pares de hermanos afectados
con la enfermedad bajo la premisa de que compartiran regiones gendmicas no al azary, el
proposito es identificarlas. Tiene dos desventajas importantes: 1) tienen poco poder
estadistico para detectar efectos modestos; 2) la resolucion del mapeo es muy baja, por lo
gue aun cuando se ha identificado la region, detectar el gen funcional resulta complicado
(Freeman et al., 2006).



2)

3)

Andlisis de genes candidatos: tiene como objetivo estudiar genes individuales de los cuales
se tiene sospecha de su contribucion en la enfermedad, ya sea porque participan en vias
metabdlicas relacionadas o bien, porque se tiene evidencia en modelos animales. Es un
tipo de estudio de asociacién y, su propésito es analizar la relacién entre la enfermedad y
alelos particulares, genotipos, o haplotipos de un marcador o conjunto de marcadores. Un
estudio de este tipo compara la frecuencia de un marcador entre individuos afectados y no

afectados (disefio caso-control).

El desarrollo de esta técnica se facilité gracias al uso de los polimorfismos de una
sola base (SNP, Single Nucleotide Polymorphism), ya que permiten no sélo evaluar las
regiones funcionales del gen, sino también aquéllas que son intrénicas o intergénicas. Por
otra parte, el desarrollo de proyectos como el HapMap ayudé a conocer cuales SNP serian
redundantes de estudiar, debido a que se heredan en bloque junto con un conjunto de SNP
(desequilibrio de ligamiento, LD). A partir de este momento, fue evidente la importancia de
usar miles de casos y controles, ademas de estudios de replicacion, generalmente en
diferentes poblaciones, para tener suficiente evidencia de la asociacién (Freeman et al.,
2006;Perry et al., 2008).

Analisis de asociacion del genoma completo (GWAS, Genome Wide Association Studies):
es otra variante de los estudios de asociacion en los que en lugar de ser restringidos a una
sola regién génica, se tipifican cientos de miles de marcadores polimorficos (de 100 mil a
500 mil) espaciados a lo largo de todo el genoma en un mismo experimento. Al no tenerse
ninguna hipotesis de la participacion de los genes en la enfermedad, permite detectar
regiones inesperadas y ampliar asi el entendimiento de los mecanismos fisiopatolégicos

implicados en la enfermedad.

El desarrollo de nueva tecnologia permitié disefiar chips de DNA que capturan una
proporcién importante de la variacion genética en miles de muestras. Hay dos plataformas
comerciales principales de genotipificacion del genoma completo: 1) el panel lllumina,
disefiado con informacién de LD procedente del HapMap, lo cual permite una cobertura
completa del genomay, 2) los chips de Affymetrix, disefiados sin considerar el LD (eleccion
de los SNP al azar), por lo que no son especificos para una poblacion y, al ser redundantes
ayudan a compensar las fallas de genotipificacion. La desventaja de ambos es que no
cubren los SNP raros (frecuencia del alelo menor<5%) que son particulares de ciertas
poblaciones, ni variaciones estructurales como las variantes de nimero de copias (CNV)
(Perry et al., 2008).
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Figura 1.4. Estrategias de estudio de los genes relacionados con la DT2 (izquierda) y, los genes identificados con
ellas, el riesgo que confieren a la enfermedad (OR) y su posible participacién biologica (derecha). El primer paso en
la identificacion de genes asociados es la realizacién de andlisis genéticos (A); luego, se amplia su investigacién funcional
usando métodos bioinformaticos y experimentales. Los valores de OR proceden de meta-analisis estimados a partir de
informacioén en poblaciones europeas (excepto KCNQ1, que incluye también informacién de poblacién asiatica), los datos se
reportan en (Prokopenko et al., 2008).

1.5. Genes asociados y mecanismos de accion

Los GWAS son los analisis que han tenido el mayor avance en poco tiempo; tan sélo en un afio, de
2007 a 2008 se realizaron méas de 10 GWAS en diferentes poblaciones, la mayoria europeas (tabla
1.5). Los primeros estudios no sélo permitieron identificar nuevas variantes alélicas, sino confirmar
aquéllas que ya habian sido identificadas mediante otras estrategias (p.ej. KCNJ11 rs5219,
TCF7L2 rs7903146). A excepcién de TCF7L2, la contribucién de los SNP que se han identificado
en el riesgo a la DT2 es baja, evidenciado por los valores de OR (Odds Ratio) de entre 1.1-1.2, lo
cual explica por qué es necesario analizar un nimero mucho mayor de muestras, o bien, realizar

meta-analisis para alcanzar poderes estadisticos suficientes (figura 1.4).

El rango de frecuencia del alelo de riesgo va del 10-90%, en parte como consecuencia del
uso de los arreglos de genotipificacion, que se han orientado a detectar variantes comunes
(presentes en la mayoria de las poblaciones humanas), pero que tienen muy bajo poder para
detectar asociaciones causadas por variantes raras (exclusivas de una o pocas poblaciones). La
frecuencia de las variantes raras sélo es alta en aquellas poblaciones donde se fij6 el alelo y donde
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el riesgo que confieren es mucho mayor comparado con el resto. Ejemplos de estas variantes son:
G319S del gen HNF1a en poblacién Oji-Cree (poblacién indigena del norte de Canada) y R230C
del gen ABCAL en poblacién mestiza mexicana. La seleccion de los paneles de genotipificacion
también ha provocado que para la mayoria de los loci, la variante causal no se conozca con
certeza. Es probable que estén en LD con la variante funcional; es decir, la responsable real del

efecto.

Los estudios realizados en otras poblaciones han mostrado que muchas de las variantes
inicialmente identificadas en poblaciéon europea, también ejercen efectos similares en ellas, aln
cuando presentan frecuencias alélicas diferentes. De este modo, cambia la facilidad para
detectarlas y la magnitud de su efecto poblacional (tabla 1.8). Esto mismo ha sucedido a la inversa;
por ejemplo, el gen KCNQ1 fue detectado de forma mas facil en poblacion asiatica, puesto que las
frecuencias del alelo de riesgo son mucho mas altas (Unoki et al., 2008;Yasuda et al., 2008). Es
por esto, que la realizacion de estudios en pacientes no europeos sera Util para identificar nuevos
loci que dadas las diferencias en frecuencias alélicas, estructura de haplotipos, fondo genético o

exposicion ambiental, serian dificiles de encontrar en poblaciones europeas.

Todos los esfuerzos para detectar a estos genes estan impulsados, en un principio, por el
hecho de encontrar asociaciones genotipo-fenotipo que ayuden a dilucidar los mecanismos de la
enfermedad y mas adelante, que estos conocimientos puedan ser aplicados en la profilaxis y
tratamiento. Sin embargo, con las estrategias mas recientes sorprende que en varios de los genes
encontrados, no sea tan obvia su responsabilidad en la enfermedad. Sélo de algunos genes
asociados a la DT2, la evidencia es clara respecto a su participacion y es posible concluir cuél es el
polimorfismo responsable (p.ej. SLC30A8). En otros casos, mas de un gen candidato esta en la
region donde se encuentra la sefial de asociacion (p.ej. HHEX/IDE). En los mas recientes, la
relacion es mucho menos obvia e, incluso, los efectos se traslapan con alguna otra enfermedad

(p.€j. cancer).

Sin embargo, a la mayoria se les ha atribuido un papel importante en la disfuncién de la
célula B pancreética debido a que las proteinas para las cuales codifican se expresan dentro de la
misma (figura 1.5). Son pocos a los que se les ha relacionado con la resistencia a la insulina. Entre
las razones que explican la ausencia de genes directamente asociados con dicho rasgo destacan
las siguientes: 1) el disefio del estudio podria favorecer la deteccién de variantes de riesgo
asociadas a un defecto secretorio de insulina; 2) los rasgos asociados a la resistencia a la insulina
estan fuertemente influenciados por covariables ambientales; 3) podria haber pocas variantes que
afecten la sensibilidad a la insulina; 4) las variantes podrian ser menos frecuentes y 5) las variantes
podrian tener efectos muy modestos. Todo esto sugiere que aun hay muchos genes y mecanismos
por identificar (Florez, 2008).

12



Tabla 1.5. Resumen de GWAS realizados para la DT2.

Estudio Casos/ Origen Arreglo Fenotipo de casos
controles
Wellcome Trust Case L I
Control Consortium L2y Inglaterra Affymetrix 500K Ea h|sto_r|a fa}m!har ik D-EZ’ scalal
) 2938 diagndstico <65 afos
(Zeggini et al., 2007)
Diabetes Genetics Initiative 1464/ Finlandia, Affymetrix 500K Con historia familiar de DT2, pacientes
(Saxena et al., 2007) 1467 Suecia delgados
deCODE Genetics 1399/ . . L . -
(Steinthorsdottir et al., 2007) 5275 Islandia lllumina 300K Ninguln tipo de enriquecimiento
Finland-US Investigation of 1161/
NIDDM Genetics (FUSION) 1174 Finlandia lllumina 300K Con historia familiar de DT2
(Scott et al., 2007)
Diabetes gfgjpD'scovery 694/ Erancia llumina 300K+  Con historia familiar de DT2, edad de
(Sladek et al., 2007) 645 lllumina 100K diagndstico menor a 45 afios, IMC<30
DiaGen 500/ Flnlanc_ila del Este, ) Con historia familiar, edad de diagndstico
Alemania, Inglaterra, Illumina 300K ~
(Salonen et al., 2007) 497 . <60 afios
Ashkenazi
Pima 300/ n ] . Con historia familiar de DT2, edad de
(Hanson et al., 2007) 334 Lo iz Al L diagnéstico <25 afos
Starr Country, Texas 281/ Mexico- . I
(Hayes et al., 2007) 280 Americanos Affymetrix 100K Controlado por mezcla étnica
BioBank 194/ Japén Panel de disefio Con retinopatia
(Unoki et al., 2008) 1556 P ~268K P
Japanes_e multi-disease 187/ ) panel de disefio o _ o
collaborative genome scan 1504 Japon 100K Ningun tipo de enriquecimiento
(Yasuda et al., 2008)
Old Order Amish 124/ . . o .
(Rampersaud et al., 2007) 205 Amish Affymetrix 100K Con historia familiar de DT2
Framigham Health Study 91/ . T . -
(Florez et al., 2007) 1087 Massachusetts Affymetrix 100K Ningun tipo de enriquecimiento
WTCCC, DGI, FUSION 4549/ Inglaterra, Finlandia,  Affymetrix 500K Con historia familiar de DT2, edad de
(Zeggini et al., 2008) 5579 Suecia lllumina 300K diagnéstico <65 afios, pacientes delgados

Modificada de (Prokopenko et al., 2008).

Son pocos los estudios genéticos de DT2 en la poblacién mestiza mexicana. A la fecha, en nuestra
poblacion sélo se han obtenido asociaciones positivas en los genes TCF7L2 rs12255372
(OR=1.78, IC 95%: 1.11-2.88, p=0.017) (Parra et al., 2007) y ABCAL1 rs9282541 (OR=2.76, IC
95%: 1.87-3.92, p=9.4x10°) en diabéticos de inicio temprano (Villarreal-Molina et al., 2008). La
primera es la variante comdn con mayor efecto de riesgo reportada hasta el momento; mientras
que la segunda es una variante rara (especifica de poblaciones amerindias), que también se ha
asociado con bajos niveles séricos de lipoproteinas de alta densidad (HDL, High Density
Lipoprotein) y obesidad (Villarreal-Molina et al., 2007). En cuanto a la DG, los reportes son mas
escasos aun. Solo hay tres reportes donde se replican en poblaciones europeas y asiaticas,
algunas de las variantes inicialmente asociadas a la DT2 (Cho et al., 2009;Lauenborg et al.,
2009;Shaat et al., 2005); para poblacibn mestiza mexicana, aun no hay estudios genéticos de la
DG.
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Figura 1.5. Localizacion de las proteinas codificadas por los genes asociados a la DT2 en la cél@igancreatica.
Durante el ayuno, los niveles de glucosa basales oscilan entre 5-6 mM y la membrana de las células esta polarizada ( -80
mV). Cuando la glucosa entra a la célfiaa traés de su transportador GLUT2 y es metabolizada, aumenta el radio
ATP/ADP. Esto provoca el cierre de los canales de K" (KCNJ11) y se inicia la despolarizacién del potencial de membrana; al
alcanzar -40 mV, aumenta la probabilidad de apertura de los canales de Na" y Ca®" dependientes de voltaje. La entrada de
ambos iones a la célula causa una despolarizacion subsecuente que lleva a la apertura de los canales de alto voltaje
dependientes de Ca®* y por (ltimo, la exocitosis de la insulina. El Ca®* puede provenir de los almacenes en reticulo
endoplasmico, donde WFS1 regula su trasporte. La insulina se asocia en hexameros con dos iones de Zn*" para facilitar su
empequetamiento y almacén. Dicho ion entra a las vesiculas que la contienen a través de transportadores de zn*
(SLC30A8). La insulina exocitada se une a sus receptores en los érganos blancos y en la misma célulaf (autoregulacion)
para ejercer sus efectos metabdlicos. Dentro de la ruta de sefializacion de la hormona participan proteinas reguladoras
como ARHGEF11. Existen otras proteinas que pueden estimular respuestas similares a las de la insulina como el IGF2, el
cual esta regulado por IGF2BP2. La funciéfi pancreatica puede verse comprometida cuando existe algin defecto en el
desarrollo embrionario, dentro del cual participan factores de transcripcion como JAZF1, HHEX, HNF4A, TCF1, TCF2 y
TCF7L2 y, otras proteinas como NOTCH2, ADAMTS9 y TSPANS8/LGR5. Finalmente, es posible que una alteracion en la
tasa de apoptosis (THADA); o bien, en el recambio de la masa pancreética, influya en la capacidad secretoria de la misma
(CDKN2A/2B, CDC123). Es importante mencionar que muchos de estos genes se expresan también en otros tejidos
humanos. Modificada de (Florez, 2008).

En las tablas subsecuentes, se hace un resumen de algunos de los genes asociados a la DT2,
informacion bioldgica, evidencia fisioldgica de su participacién en la enfermedad, las magnitudes

de sus efectos en distintas poblaciones y, su relacion con la DG (tablas 1.6-1.9).
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Tabla 1.6. Genes asociados ala DT2.
Gen Cr Tipo de molécula Funcién Expresion Relacion DT2
. . Forma el poro que conduce los iones K*. Ante un aumento de ATP D|§funC|on
Subunidad Kir6.2 L : RN p . célula B,
KCNJ11 11p15.1 s citosolico, el canal cierra provocando la despolarizacion de las células 3 Ubicua ] ;
del canal de K" membranal . . = . . : resistencia a la
y finalmente, la liberacion de insulina (Riedel et al., 2005). .
Transportador de Zn** Permite la entrada de Zn*" a las vesiculas donde se almacenara la Células B Disfuncion
SLC30A8 8g24.11 . : . . ; S ,
membranal insulina, formando hexameros con ésta (Lemaire et al., 2009). Adipocitos célula B
HHEX/ Factor de transcripcién Regula el desarrollo embrionario de higado, pancreas tiroides, linfocitos, Endodermo, higado y Disfuncion
10g23.33 homeobox // Enzima entre otros (Hunter et al., 2007) // Metalopeptidasa dependiente de zn?* tiroides adultos // P
IDE A 5 A A 3 " célula B
degradadora de insulina que degrada la insulina intracelular (Pivovarova et al., 2009a). Ubicua
CDKN2A/ Proteinas de union a cinasas Proteinas supresoras de tumores que inhiben a CDK4 y CDKB®, cinasas . Disfuncion
9p21 dependientes > - . Ubicuas .
2B de ciclina promotoras de la proliferacion (Kim et al., 2006). célula B
Proteina regulatoria Se une a p35, una proteina que a su vez regula a CDKS5, cinasa a Disfuncién
RN ) de CDK5 implicada en la expresion de la insulina (Wei et al., 2005). cenEs(p célula B
Se une ala 5’ UTR del RNAm de IGF2 (factor de crecimiento tipo T?édrgts)rimi?];g);ﬁ:(l)os; Disfuncion
IGF2BP2 3927.2 Proteina regulatoria insulina 2) y desacopla su traduccion. IGF2 esta involucrado en el muscuk’) hi ado’ célula B
desarrollo postnatal (Chao et al., 2008;Christiansen et al., 2009). . » higado,
pancreas adultos
Factor de intercambio de Interacciona con GTPasas pequefias y funciona como interruptor . Disfuncién
AREER L nucleétido guanina Rho molecular (Ma et al., 2007). Uleiuo célula B
Represor transcripcional de Involucrado en la expresion de NR2C2, receptor nuclear que favorece el . .
JAZFL 7p15.1 NR2C2 crecimiento peri y postnatal (Frayling et al., 2008). Ubicuo Desconocida
CDC123 es necesaria para la entrada a fase S del ciclo celular; ante
e e g pr deprivacion nutricional disminuye los niveles de elFy (Bieganowski et al., Bazo, timo, prostata,
CDC123/ 10p13 celular // Cina?sa dependiente de 2004;0nisto et al., 1998). // CAMK1D es una cinasa citosoélica que testiculo, ovario, Desconocida
CAMK1D P 2+ Re! regula procesos de proliferacién celular, apoptosis y balance de energia; intestino, colon,
Ca” -calmodulina 3 An=(Jaar 5 . .
sin embargo, sus sustratos fisiol6gicos aun no se conocen (Colomer et leucocitos // Ubicua
al., 2007;Soderling, 1999).
Células escamosas,
musculo liso y
Glucoproteina de membrana // TSPANS se acopla con integrinas y regula sefiales de transduccién para estriado, endotelio
TSPANS/ p P el desarrollo, activacion, crecimiento y motilidad celular (Zoller, 2009) // vascular // Intestino, .
12q14.1 Receptor 5 acoplado a proteina . . : ; ) Desconocida
LGR5 LGRS es un marcador de células madre que se expresa en células en foliculos pilosos, ojo,
G T )
division activa (Haegebarth et al., 2009). cerebro, mamas,
érganos reproductivos,
estébmago
Gene asociado al adenoma de Parece ser una proteina en la cual se unen otras involucradas con la
THADA 2p21 — ruta del receptor de muerte y apoptosis. Es un sitio blanco de rearreglos Ubicua Desconocida
tiroides : > >
observados en las neoplasias de tiroides (Drieschner et al., 2007).
Implicada en la ruptura de proteoglucanos para controlar el desarrollo y Tejidos fetales;
ADAMTS9 3pl4.3 Metalopeptidasa la maduracion de los érganos, e inhibicion de la angiogénesis corazén y musculo Desconocida
(Boesgaard et al., 2009). esquelético adultos
Proteina de membrana de union Participa en el desarrollo vascular, renal y hepatico. Se expresa en
NOTCH2 1p13 células del ducto embrionarias durante la organogénesis pancreatica Tejidos fetales Desconocida

a ligandos

(Rooman et al., 2006).
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Tabla 1.7. Evidencia biologica de la participacion de los genes asociados ala DT2.

Evidencia del SNP en

Gen SNP Ubicacion Evidencia funcional del gen y/o SNP h
umanos
El alelo K aumenta la actividad del canal de K* y en consecuencia disminuye la secrecion de la insulina,
Ex6n 1 lo que aumenta la disponibilidad de sustratos. No obstante, con el estilo de vida occidental, donde los 1 IMC (Riedel et al., 2005), |
KCNJ11 rs5219 E23K niveles de acidos grasos circulantes son elevados, representa una desventaja. Estas moléculas se unen secrecion de insulina (Villareal
al canal aumentando mas la corriente del canal, disminuye la respuesta a la glucosa y finalmente, genera et al., 2009).
hiperglucemia (Riedel et al., 2005;Wan et al., 2009).
El Zn** es esencial para la formacion de los cristales de insulina y hacer eficiente su empaquetamientoy 1 efecto en diabéticos no obesos
Exén 10 almaceén; pero no modifica el procesamiento de la hormona (Lemaire et al., 2009). La disminucién en su (Cauchi et al., 2008), |
SLC30A8 rs13266634 R325W expresion en condiciones de hiperglucemia o bajo dietas altas en grasa, da como resultado una secrecion de la insulina de
disminucion en la secrecion de la insulina porque el contenido de insulina intracelular es insuficiente (Fu primera fase (Boesgaard et al.,
et al., 2009;Lemaire et al., 2009). 2008).
rs1111875 Intergénico La ausencia de HHEX detiene el desarrollo del higado y pancreas y es letal, en modelos murinos. 1 efecto en diabéticos obesos
HHEX/ Ademas, regula la expresion de otros factores de trascripcion ya implicados en la DT2 (HNF18, HNF4a) (Horikoshi et al., 2007), |
IDE 157923837 Intergénico (Hunter et al., 2007) // IDE degrada a la insulina una vez que ha producido su efecto. Tanto el ATP como  secrecion de insulina (Staiger et
9 los acidos grasos libres interaccionan con IDE y la inhiben; de modo que en condiciones de al., 2007), | peso al nacer
hiperglucemia, disminuye su actividad y puede producirse hiperinsulinemia (Pivovarova et al., 2009a). (Freathy et al., 2009).
CDKN2ay 2b se unen a las CDK4 y 6, responsables del paso de G1 a S del ciclo celular, y las inhiben.
L Cuando envejecemos, aumentan sus niveles de expresion, lo cual detiene la regeneracién celular. Se ha | secrecion de insulina
CDKN2A/2B  rs10811661  Intergénico visto deletado en adenocarcinomas pancreéticos (Kim et al., 2006). En la célula B, la activacion de (Horikoshi et al., 2007).
CDKNZ2a produce reduccién en la masa 3 pancreética y en la secrecion de insulina (Dhawan et al., 2009).
p Cdkall podria ser el inhibidor del complejo CDK5/p35, al unirse a este Ultimo (Steinthorsdottir et al., - . .
7754840 Intron 5 2007). Esto evita que el factor de transcripcion Pdx-1 salga del nicleo, se una al promotor del gen de la ! secrecion _de |n_sul|_na, !
CDKAL1 ; - o iy " e A A 2 conversion proinsulina-insulina
z insulina y contintie su expresion, bajo condiciones de hiperglucemia (Ubeda et al., 2006). Ademas, A
rs10484634 Intron 2 o 2+ p iy . . . (Kirchhoff et al., 2008).
aumenta el influjo de Ca”" a las células B y con ello, la secrecidén de la insulina (Wei et al., 2005).
IGE2BP2 rs4402960 Intrén 2 El SNP podria tener una interaccién con la malnutricién fetal para afectar el metabolismo de glucosa en el | secrecion de insulina
rs1470579 Intrén 2 adulto (van Hoek et al., 2009). (Horikoshi et al., 2007).
. . - o o . . . | incorporacion de glucosa(Ma
ARHGEF11 1945508 Exén 39 Arhgefl1 participa en la regulacion de la via dg sefializacion de la insulina, pero no hay suficiente et al., 2007), | almacenamiento
R1467H evidencia reportada.
de glucosa (Ma et al., 2007).
Los ratones carentes de NR2C2 sufren de hipoglucemia neonatal y postnatal (Frayling et al., 2008). | IMC, | resistencia a insulina, |
. NR2C2 puede inducir la expresion de ApoE en células HepG2, por lo que podria estar implicado en la h ] ’
JAZF1 rs864745 Intrén 1 - ) . L Iy secrecion de insulina (Grarup et
aterosclerosis (Kim et al., 2003) y funciona como un sensor de &cidos grasos para modular la formacién
. ] al., 2008).
de células (Xie et al., 2009).
CDC123/ | secrecion de insulina, |
rs12779790 Intergénico No se ha reportado una relacion directa. respuesta a la insulina (Grarup
CAMK1D
et al., 2008).
TSPANS/ - TSPANS se sobreexpresa en carcinoma hepatico y pancreético (Zoller, 2009). Para LGR5 no se ha | secrecion .de |n‘sullna, L
rs7961581 Intergénico PN respuesta a la insulina (Grarup
LGR5 reportado una relacion directa.
et al., 2008).
Exon 24 P | respuesta 3 pancreatica
THADA rs7578597 T1187A No se ha reportado una relacion directa. (Simonis-Bik et al.).
- S | sensibilidad a la insulina
ADAMTS9 rs4607103 Intergénico No se ha reportado una relacion directa. (Boesgaard et al., 2009).
NOTCH2 110923931 Intrén 5 NOTCH2 se puede reactiva en el adulto, lo cual esté involucrado con la regeneracion del tejido No hay evidencia.

pancreatico, hepatico y muscular. También puede causar metaplasias (Rooman et al., 2006).
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Tabla 1.8. Magnitud del efecto de los genes asociados a la DT2 en diferentes poblaciones.

Gen SNP Poblacién Alelo _AIeIo f_aIeIo OR (IC95%) p Referencia
menor riesgo riesgo
— — Europea T T 0.47 1.14 (1.10-1.19)  6.7x10™" (Saxena et al., 2007)
Asiética C C 0.37 1.03 (0.89-1.20) 0.68 ; (Horikoshi et al., 2007)
Europea T C 0.65 1.12 (1.07-1.16 5.3x10 Saxena et al., 2007
SLC30A8 113266634 Asiéﬁca c c 043 119 51.03-1.37; 0.016 (I(-|0rikoshi etal., 2003)
1s1111875 Europea T C 0.53 1.13 (1.08-1.17) 5.7x10™° (Saxena et al., 2007)
R Asiatica (@ c 0.26  1.30(1.11-1.52) 0.0013 (Horikoshi et al., 2007)
7923837 Europea A G 0.62 1.22 (1.01-1.43) 3.4x10° (Saxena et al., 2007)
rs Asiatica G G 019  1.40(1.17-1.68) 2x10™ (Horikoshi et al., 2007)
Europea c T 0.83 1.20 (1.14-1.25 7.8x10™"° Saxena et al., 2007
COKN2AI2B  rs10811661  \iancd C T 043  1.22 51.05-1.41; 0.0076 (I(-|orikoshi etal, 200%)
1754840 Europea c C 0.31 1.12(1.08-1.16)  4.1x10™ (Saxena et al., 2007)
CDKALL Asidtica c C 036 129(1.17-1.43)  10x10° (Ng et al., 2008)
rs10484634 GIEe € T 0.95 2.83 (n.d.) 0.004 (Hayes et al., 2007)
americana
154402960 Europea T T 0.30  1.14(1.11-1.18)  8.9x10™ (Saxena et al., 2007)
Asiatica T T 0.31  1.05(0.90-1.23) 0.55 (Horikoshi et al., 2007)
IGF2BP2 Europea c c 030  117(1.11-1.23) 1.13x10°  (Saxenaetal., 2007)
rs1470579 Asiatica c c 035  1.12(0.96-1.30) 0.16 (Horikoshi et al., 2007)
Alemana C C 0.46 1.43 (1.12-1.87) 0.004 (Bottcher et al., 2008)
ARHGEF11 rs945508 Amish T C 0.53  0.66 (0.44-0.98) 0.04 (Fu et al., 2007)
Pima T T 0.10  3.39 51.29-8.933 0.01 : (Maetal., I2007) ;
Europea C T 0.50  1.10(1.07-1.13 5x10° Zeggini et al., 2008
JAZFL 864745 Asidtica C T 079  115(1.03-1.27)  0.0098 (Omori et al., 2009)
CDC123/ 112779790 Europea G G 0.18 1.11 (1.07-1.14) 1.2x10™° (Zeggini et al., 2008)
CAMK1D Asiatica G G 0.15  1.11(0.99-1.26) 0.0729 (Omori et al., 2009)
TSPANS/ 17961581 Europea Cc C 0.27 1.09 (1.06-1.12) 1.1x107 (Zeggini et al., 2008)
LGR5 Asiatica C c 0.21  1.099 (0.99-1.22) 0.0730 (Omori et al., 2009)
THADA rs7578597 Europea C T 0.90 1.15 (1.10-1.20) 1.1x10° (Zeggini et al., 2008)
ADAMTS9 rs4607103 Europea T C 0.76 1.09 (1.06-1.12) 1.2x10° (Zeggini et al., 2008)
NOTCH2 rs10923931 Europea T T 0.11 1.13 (1.08-1.17) 4.1x10°® (Zeggini et al., 2008)

n.d., no disponible

Tabla 1.9. Magnitud del efecto de los genes inicialmente asociados a la DT2, en mujeres con DG.

Gen SNP Poblacion Alelo  Alelofalelo op ~g50 b Referencia
menor resgo resgo

Europea T T 0.36 1.20 (0.99-1.45) 0.070 (Lauenborg et al., 2009)

p(E ) Asidtica T T 038  112(0.97-1.30)  0.130 (Cho et al., 2009)
Europea T C 0.17 1.19 (0.97-1.44 0.092 (Lauenborg et al., 2009)

SLC30A8  rs13266634  ,\qistica T c 059  1.24(1.07-1.43)  0.005 (Cho et al., 2009)
1s1111875 Europea T C 0.59 1.18 (0.98-1.43) 0.082 (Lauenborg et al., 2009)

HHEX/IDE Asiatica c © 031  1.27(1.09-1.49)  0.003 (Cho et al., 2009)

rs7923837  Asiatica G G 021  1.26(1.06-1.50)  0.011 (Cho et al., 2009)
Europea C T 0.83 1.13 (0.88-1.46) 0.340 (Lauenborg et al., 2009)

CDKN2A/2B  1s10811661  \qiziica c T 051  1.49(1.29-1.72)  1.1x107 (Cho et al., 2009)

CDKAL1 rs7754840  Asidtica ® © 046  155(1.34-1.79)  4.2x10° (Cho et al., 2009)
Europea T T 0.30 1.16 (0.95-1.41) 0.130 (Lauenborg et al., 2009)

IGF2BP2 rs4402960  \gitica T T 030 1.18(1.01-1.38)  0.034 (Cho et al., 2009)
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JUSTIFICACION

Los avances en la identificacion de los genes implicados en la DT2 han sido muy lentos y, aunque
los reportes mas recientes (GWAS) han arrojado mucha informacién, la mayoria se han enfocado
en el estudio de poblaciones con ancestria europea. Las plataformas de genotipificaciéon han sido
disefladas con base en informacion genética caucésica, de modo que sélo permiten detectar las
variantes que estan presentes en dichas poblaciones. Las réplicas de estos estudios en otras,
principalmente asiaticas, han demostrado que aunque algunas variantes de riesgo son comunes
entre poblaciones, sus frecuencias alélicas y la magnitud del efecto, son diferentes. Aln mas, con
las mismas plataformas, se han podido identificar nuevas variantes de riesgo que no fueron
reportadas para las poblaciones en donde originalmente se investigd. Pese a los esfuerzos, se ha
calculado que solo una pequefia proporcién (10%) de la variacion total en la predisposicién a la
DT2 ha sido descrita (Prokopenko et al., 2008).

La poblacién mestiza mexicana se origin6 hace 8.8+1.2 generaciones (Price et al., 2007), a
partir de la mezcla de ancestria europea, amerindia y africana (50%, 45% y 5%, respectivamente),
de modo que es importante saber cudles de las variantes alélicas que se han reportado en
poblaciones europeas y que han replicado en asiaticas, son también de riesgo en la poblacion
mestiza mexicana. Por otra parte, la prevalencia de la DT2 en poblacién amerindia (46% en 1998)
es mucho mayor que en poblacién mestiza mexicana (21.5% en 2006) y la prevalencia en ésta, a
su vez, es mayor que en la de poblacién espafiola (9.9% en 2003). Debido a lo anterior, este
estudio servird para reconocer si la contribucion de las variantes comunes en el riesgo poblacional
es alta y; la conveniencia de identificar variantes con mayor efecto, o bien, especificas de nuestra

poblacién mediante estrategias alternas.

Ya se han reportado diferencias en las caracteristicas fisiopatoldgicas de los pacientes
diabéticos, pero a la fecha s6lo se ha analizado la modulacién del efecto de riesgo de las variantes
debido a la obesidad y la predisposicién de los pacientes que se diagnostican jovenes con respecto
al resto. Dichos resultados sugieren que las variantes que afectan la capacidad secretoria de las
células B confieren mayor riesgo en los diabticos no obesos; por su parte, las que aumentan la
resistencia a la insulina modulan el riesgo en los sujetos obesos (Cauchi et al., 2008). Otros
estudios proponen que habrian regiones de susceptibilidad especificas en los diabéticos jovenes y
que el componente genético podria ser menor en aquéllos diagnosticados a mayor edad, o hien,

gue en su etiologia participa fuertemente el ambiente (Frayling et al., 2003).

Por ello, estudiar distintos grupos de pacientes diabéticos permitira identificar si sus
caracteristicas fisioldgicas son debidas a diferencias genéticas entre ellos. La arquitectura genética

de la DT2 podria ser diferente en individuos obesos, en aquellos que son diagnosticados a
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temprana edad y que desarrollan complicaciones rapidamente, asi como en los que no requieren
un control y seguimiento médico tan estricto. Sabemos que también hay diferencias poblacionales
en las prevalencias no sélo de la DT2, sino de la obesidad y distintas dislipidemias, de modo que
las interacciones genético-ambientales seran especificas de cada poblacién, por lo que es

fundamental hacer estos estudios en poblacion mestiza mexicana.

Finalmente, la dificultad para distinguir entre mujeres con intolerancia a los carbohidratos y
DT2 no diagnosticada, ha hecho muy complicado el analisis genético de la DG, sobre todo en
poblaciones con alta prevalencia de DT2 como lo es la poblacién mestiza mexicana. Es por ello
gue nos interesa saber si para ambas patologias existen regiones genéticas de susceptibilidad

compartidas, asi como valorar la pertinencia de buscar variantes especificas de la DG.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de 16 variantes alélicas comunes, identificadas por medio de GWAS, en la
susceptibilidad al desarrollo de DT2 y DG, asi como fenotipos relacionados en pacientes de la

poblacion mestiza mexicana, mediante un andlisis de asociacion de disefio caso-control.

Objetivos particulares

e Calcular las frecuencias alélicas de las variantes en personas normoglucémicas y en
diferentes grupos de sujetos que padecen DT2, estratificados segln caracteristicas de
interés; asi como en mujeres embarazadas que cursan o no con DG.

e Comparar las frecuencias alélicas entre las muestras de DT2 y de DG.

e Calcular el riesgo que confieren individualmente las variantes alélicas en la susceptibilidad
ala DT2 y a la DG en la poblacion mestiza mexicana general o en diferentes grupos de
diabéticos.

e Analizar si las variantes que resulten asociadas, presentan interaccion génica que pueda
modular su efecto.

e Analizar si poseer carga alélica alta tiene algun efecto en la susceptibilidad a desarrollar

DT2 y/o DG.
e Determinar si los genotipos de riesgo se relacionan con alguna caracteristica propia de la
DT2 y/o DG.
HIPOTESIS

Dado que la poblacibn mestiza mexicana tiene una contribucion del 50% de ancestria europea,
algunas de las variantes alélicas comunes identificadas para ésta, conferirdn susceptibilidad a la
DT2 y a la DG en nuestra poblacion, tomando en cuenta la similitud fisiopatoldgica y genética entre

ambas.
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2. DISENO EXPERIMENTAL

2.1. Sujetos de estudio

Se reunié una muestra de individuos mestizos mexicanos no relacionados (donde los probandos,
padres y abuelos se reconocieron como mexicanos), y mayores de 18 afios de edad. Para cada
sujeto, se elaboré una hoja de coleccion de datos, en la cual se recabd informacion
sociodemogréfica, datos antropométricos, antecedentes clinicos personales y heredofamiliares.
Para el grupo de DG también se recolectaron datos diagnésticos y de los recién nacidos (Apéndice
I). Ademas, se les tom6 una muestra de sangre después de ayuno de doce horas para la
purificacion de DNA y la medicion de rasgos bioquimicos. Para cada grupo se tomaron en cuenta

los siguientes criterios:

2.1.1. Muestra de DT2

Esta integrada por individuos atendidos en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran (INCMNSZ) y clinicas de referencia del Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales de los Trabajadores del Estado (ISSSTE), asi como de participantes de la Encuesta
Nacional de Salud (ENSA) 2000. Todos los sujetos se diagnosticaron segun los criterios de la ADA,
de 2007 (tabla 1.2). El grupo de casos fue estratificado de acuerdo a la edad de diagnéstico, segun
lo reportado en otros estudios (Flavell et al.,, 2005;Frayling et al., 2003): llamamos de inicio
temprano a aquellos pacientes diagnosticados antes de los 45 afios de edad y; de inicio tardio a

aquellos cuyo diagnéstico se hizo a partir de los 45 afios de edad (tabla 2.1).

Para fines de comparacion, se reclutdé tanto personas diabéticas que necesitaron acudir a
instituciones hospitalarias para controlar la enfermedad o alguna complicacion (INCMNSZ,

ISSSTE), como individuos diabéticos captados de poblacion abierta (ENSA).

Tabla 2.1. Criterios de inclusién y exclusién parala muestra de DT2.

Grupo Inclusién Exclusion
Diagnoéstico negativo a DT2
Controles Edad 245 afos, <90 afios No mestizos mexicanos
Sin antecedentes de DT2 de primer grado y abuelos
Casos Diagnostico positivo a DT2 No mestizos mexicanos
Edad >18 afios, <90 afios DT1

2.1.2. Muestra de DG

Esta integrada por mujeres embarazadas atendidas en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro
Espinosa de los Reyes (INPer) y el Hospital 20 de Noviembre (H20N) del ISSSTE, para todas se

siguié el mismo protocolo de diagnoéstico. Se les realiz6 una CTOG de 100 g y el diagndstico se
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llevé a cabo siguiendo los criterios de Carpenter y Coustan, 1982. Los casos se clasificaron segun
la severidad de la DG, de acuerdo a la clasificacion propuesta por Freinkel, 1980: se consider6 DG
tipo Al, cuando la concentracion de glucosa sérica en ayuno fue menor a 105 mg/dL; DG tipo A2,
cuando los niveles se encontraron entre 105-129 mg/dL y; DG tipo B1, cuando la glucosa130

mg/dL. Una vez concluido el embarazo, las mujeres con DG recibieron una solicitud para que
acudieran entre la semana 6-8 del puerperio a la realizaciéon de una CTOG de 75 g para la
reclasificacion de la DM. De acuerdo a los resultados se clasificaron segun los criterios de la ADA,

ya mencionados (tabla 1.2).

El intervalo de semanas de gestacion en que fue realizado el diagnostico fue ampliado con
respecto al propuesto por Carpenter y Coustan. Dado que es durante el segundo trimestre del
embarazo cuando se establece el mayor pico de resistencia a la insulina; decidimos ampliar el
intervalo: 1) hacia el final del embarazo en controles, puesto que se descarta que se desarrolle
hiperglucemia en semanas de gestacion avanzadas y 2) hacia el inicio del embarazo en casos,
para identificar a aquellas mujeres que desarrollan hiperglucemia temprana. Por otra parte, se
excluyeron mujeres con otros padecimientos que modifican per se el metabolismo de carbohidratos
(tabla 2.2).

Tabla 2.2. Criterios de inclusién y exclusién para la muestra de DG.
Grupo Inclusion Exclusién
No mestizas mexicanas

Diagn6stico negativo a DG

Controles . i Edad <18 afios
CTOG realizada en semanas de gestacion 22-35 DTL DT2

. - - Hipotiroidismo

Casos Diagnostico positivo a DG Hipertiroidismo

CTOG realizada en semanas de gestacion 16-30 . ] S
Sindrome de ovario poliquistico

2.2. Mediciones bioquimicas y célculos

Todas las determinaciones fueron realizadas en el Departamento de Endocrinologia y Metabolismo
de Lipidos del INCMNSZ, se utilizaron procedimientos comerciales estandarizados (Boehringer,
Mannheim). Glucosa; colesterol total, HDL vy triglicéridos fueron medidos por métodos enzimaticos.
La insulina se midié por radioinmunoensayo; mientras que los niveles de LDL se calcularon usando
la férmula de Friedewald (1972).

El estado nutricio de los participantes se evalué mediante el calculo del indice de masa

peso en kg/

talla en m? Se

corporal (IMC), el cual fue calculado siguiendo la férmula: IMC =

usaron como puntos de corte, los valores propuestos por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) ("Obesity: Preventing and Managing the Global Epidemic. Report of a Who Consultation,"
2000): obesidad cuando el IMC230 kg/m’ y, no obesidad cuando el IMC<30 kg/m?.
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También fueron calculados los indices de evaluacion del modelo homeostatico (HOMA,
Homeostasis Model Assessment). Dichos indices son medidas basadas en modelos matematicos
que permiten evaluar el grado de disfuncion de la célufay resistencia a la insulina a partir de
datos de glucosa e insulina en ayuno. Se disefiaron con informacién en humanos, construyendo
gréficos de las concentraciones de glucosa e insulina en ayuno que son esperadas para diferentes
grados de disfuncionf y resistencia a la insulina; de modo que uno puede es timar los indices a

partir de datos de los pacientes (Matthews et al., 1985). De esta forma, se puede predecir:

1) HOMA B (% de funcion de la célula p) = 20 X nsulina /| /0 o

2) HOMA IR (resistencia a la insulina) = insulina glucosa/405

3) HOMA S (% de sensibilidad a la insulina por parte de sus érganos blancos) = 1/H0MA IR
Donde: glucosa (mg/dL) e insulina (uU/mL)

En este trabajo fue utlizada la  aplicacion = HomaCalculator v.2.2.2
(http://www.dtu.ox.ac.uk/homa) que incluye modificaciones a las aproximaciones lineales, las
cuales, toman en cuenta las variaciones en la resistencia a la glucosa hepatica y periférica, el
aumento en la curva de secrecidn de la insulina para concentraciones de glucosa plasmatica por
arriba de 180 mg/dL, asi como la contribucién de la proinsulina circulante. Ademas, el modelo fue
recalibrado para los valores de HOMA B y HOMA S, de modo que dieran exactamente 100% en

adultos jovenes normales. El valor normal de HOMA IR es de 1.

El area bajo la curva (AUC, Area Under the Curve) de los niveles de glucosa plasmatica

durante la CTOG de 100 g fue calculada utilizando el método del trapezoide:

AUC = [(gluc ayuno -;—gluc 60 min) 60] + [(gluc 60 min +2gluc 120 min) 60] + [(gluc 120 min -;gluc 180 min) 60]

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA2-1993, sobre la Atencion de la mujer
durante el embarazo, parto y puerperio y del recién nacido (Echeverria, 1993), se considero6: 1)
pretérmino si el parto se dio entre la semana 28-36; 2) prematuro si el parto se dio entre la semana
28-37 pero el producto pesoé entre 1.0-2.5 kg y; 3) muerte neonatal si el parto se dio después de la
semana 21 pero el producto nacié sin vida. Adicionalmente, se evalué la edad gestacional con el
método de Capurro, el cual considera datos sométicos y neurolégicos del producto al momento del

parto para su clasificacion.

2.3. Genotipificacion

El DNA genémico fue extraido de sangre total usando un kit comercial (Qiagen Cat.51162) y, fue

resuspendido en agua miliQ. Se cuantificé utilizando un espectrofotdmetro NanoDrop 1000
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(Thermo Scientific) y, se hicieron diluciones a una concentracion de 10 ng/pL. La genotipificacion
fue realizada usando ensayos KASPar (Kbiosciences Allele Specific PcR) de la compaifiia
KBiosciences (Hoddesdon, UK). Dicha tecnologia es un sistema de deteccion de SNP, cuya
técnica se basa en la extensiéon de oligonucleétidos alelo-especificos y en la generacion de la sefial
mediante fluorescencia. Emplea dos oligonucleétidos forward (uno por cada alelo) disefiados para
cada variante, a los cuales se les acopla una cola no complementaria al DNA en su extremo 5’ y;
un oligonucleétido reverse comun. Adicionalmente, utiliza cassetes FRET comunes (Fluorescence
Resonance Energy Transfer), los cuales son dos oligonucleétidos complementarios a las colas de
los alelo-especificos. Estos oligonucleétidos estdn marcados con fluoréforos (VIC 6 FAM, cada uno

reportero de un alelo).

El proceso de amplificacion que emplea esta técnica es el siguiente: 1) desnaturalizacién
del DNA, 2) alineacion de los oligonucledtidos no marcados (dos forward alelo-especificos y un
reverse comun) y extension, 3) desnaturalizacion de productos y nueva unién de oligonucleétidos,
4) extension e incorporacion de colas complementarias de forma alelo-especifica, 5)
desnaturalizacion de productos y de los cassetes FRET, 6) alineamiento e incorporacion de los
oligonucleétidos marcados a las colas complementarias, 7) extension del oligonucle6tido marcado
y emision de fluorescencia y 8) repeticiones de los ciclos. Es posible saber el genotipo de las
muestras con base en la cuantificacion diferencial de la fluorescencia emitida para cada alelo. Este
método es el mas eficiente y barato disponible hasta el momento ya que implica Unicamente la
sintesis de tres oligonucle6tidos no marcados y, la discriminacién no depende de la unién estable
de estos al DNA (figura 2.1).

3 [
— WA EEEEEEEEEEEEEEE 3

1

El DNA se desnaturaliza permitiendo
la uniébn de un oligonucleétido
forward especifico para el alelo X y
elreverse comun.

3 5

Los ciclos de amplificacién continGian,
incorporando colas complementarias
de forma alelo-especffica.

Los cassettes FRET se desnaturalizan
liberando al oligonucleétido marcado.
Su alineamiento y extensién permite la
emision de la fluorescencia.

VIC

3

Figura 2.1. Funcionamiento de los ensayos KASPar. Se ejemplifica Unicamente la discriminacién de un solo alelo. La
reaccion incluye otro oligonucleétido forward para el alelo contrario y, un cassette FRET marcado con un fluoréforo distinto
(FAM) y con una secuencia alterna que reconocera la cola acoplada al extremo 5’ del oligonucleétido especifico.
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Se utilizaron duplicados de muestras y controles de calidad (s6lo agua). En la muestra de DT2, se
genotipificd un total de 16 SNP correspondientes a 13 regiones génicas diferentes, reportados en
los GWAS recientes (o bien en otras publicaciones de interés) y que han resultado asociados a la
DT2 en poblaciones europeas y asiaticas: rs5219 (KCNJ11); rs13266634 (SLC30A8); rs1111875y
rs7923837 (HHEX/IDE); rs10811661 (CDKN2A/2B); rs7754840 y rs10484634 (CDKAL1);
rs4402960 y rs1470579 (IGF2BP2); rs945508 (ARHGEF11); rs864745 (JAZF1); rs12779790
(CDC123/CAMK1D); rs7961581 (TSPANS8/LGRS5); rs7578507 (THADA); rs4607103 (ADAMTS9); y
rs10923931 (NOTCH2). Por su parte, en la muestra de DG s6lo se genotipificaron 5 de los SNP
que en las pruebas iniciales mostraron asociacién a la DT2: rs5219 (KCNJ11); rs13266634
(SLC30A8); rs1111875 (HHEX/IDE); rs10811661 (CDKN2A/2B) y; rs7578507 (THADA). Esto, con

el fin de explorar la relevancia de continuar el analisis del resto de las variantes.
2.4. Andlisis estadistico

Todos los calculos se realizaron usando los paquetes estadisticos STATA/SE v9.0 (StataCorp LP,
USA) y SPSS v15.0. Se hicieron comparaciones entre parejas de grupos analizando entre medias,
medianas o frecuencias, utilizando las pruebas de t de Student (variables con distribuciéon normal),
U de Mann-Whitney (variables con distribuciobn no normal) 6, X2 (variables categoéricas),
respectivamente. Para comparar los genotipos entre grupos, se utilizaron las pruebas de ¥ o
exacta de Fisher. El equilibrio de Hardy-Weinberg (casos y controles por separado) y el
desequilibrio de ligamiento entre SNP (muestra total) fueron calculados con el paquete estadistico

R v2.7.1 (http://www.r-project.org).

Las asociaciones entre genotipos y enfermedad se probaron calculando la razén de
momios (OR), a partir del ajuste de un modelo de regresion logistica bajo diferentes modelos
genéticos codificados de la siguiente forma: 1) aditivo, el efecto es dependiente del nimero de
alelos de riesgo (0 homocigoto para el alelo de no riesgo, 1 heterocigoto, 2 homocigoto para el
alelo de riesgo); 2) dominante, una sola copia del alelo de riesgo es suficiente para dar el efecto (0
homocigoto para el alelo de no riesgo, 1 heterocigoto y homocigoto para el alelo de riesgo) y 3)
recesivo, se necesitan dos copias del alelo de riesgo para dar el efecto (0 homocigoto para el alelo

de no riesgo y heterocigoto, 1 homocigoto para el alelo de riesgo).

En cada modelo se incluyeron las variables confusoras identificadas en las pruebas de
comparacion: 1) edad y/o sexo y/o IMC, para la asociacion a DT2, 2) edad y/o sexo y/o DT2, para
la asociacion a obesidad y 3) edad y/o obesidad y/o antecedentes familiares a DT2, para la
asociacion a DG; cuando la p Wald>0.05. Los modelos ajustados se usaron para calcular la

probabilidad de un individuo a desarrollar la enfermedad en presencia de distintos genotipos,
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suponiendo que tuvieran 30 afios de edad e IMC de 25 kg/mz. El poder estadistico de los modelos
(probabilidad de que la prueba estadistica detecte el riesgo real) fue calculado con el programa
QUANTO v1.2 (http://hydra.usc.edu/GXE), utilizando como parametros una prevalencia de 14.4%
para DT2 (Olaiz, 2006), 8.4% para DG (Ramirez, 2005), de 30% para obesidad (Olaiz, 2006) y 70%
para obesidad méas sobrepeso (Olaiz, 2006). Asimismo, se considerd un error a del 95%.

Ahora bien, en la muestra de DT2, se analiz6 la asociacion del genotipo y las variables
continuas por medio del ajuste de modelos de regresion lineal incluyendo las variables confusoras:
edad y/o sexo y/o IMC yl/o procedencia de los casos y/o DT2, cuando la p [t]<0.05. Se utilizé el
modelo genético al cual se asocid el SNP en los analisis de asociacién o; segun el tamafio de
muestra. En las pruebas que incluyeran multiples comparaciones, se utiliz6 ANOVA de una via en
aquéllas variables con distribucién normal, asi como; la prueba de Kruskal-Wallis, usando la prueba
de U Mann-Whitney y el ajuste de Bonferroni como post hoc, en aquellas que no cumplieron con el

supuesto de normalidad.

Ademas, se realiz6 un analisis de interaccion génica entre pares de las variantes
genotipificadas, utilizando dos métodos: 1) el programa MDR (Multifactor Dimensionality Reduction)
(http://www.multifactordimensionalityreduction.org/) y, 2) modelos de regresion logistica. El
programa MDR es una herramienta no paramétrica y que no considera un modelo genético, de tal
forma que es posible detectar interacciones de alto orden; no obstante, no contempla la
participacion de otras covariables (p.ej.: ambientales). Es por esto, que se decidié usar ambos
métodos en la busqueda de interacciones genéticas en nuestra muestra. MDR realiza
permutaciones para minimizar los falsos positivos que resultarian de las multiples comparaciones si
se probaran todos los pares de SNP con modelos de regresion logistica; y lo hace dividiendo el
conjunto de datos tantas veces como se pida y, probando los modelos en las diferentes
combinaciones. El mejor modelo es el que arroja los mismos resultados en la mayoria de las
combinaciones solicitadas, a lo que se le llama consistencia. La exactitud de prediccién de los
modelos es un promedio de los valores de cada combinacion (Moore et al., 2006). El programa se
configur6 para hacer 10 divisiones y, se escogieron los modelos con la mejor consistencia y
exactitud para ser probados con el método de regresion logistica. Para estos, se considerd la
muestra total; se usaron modelos aditivos y; se incluyeron las variables confusoras: edad y/o sexo
y/o IMC, cuando la p [t]<0.05.

Finalmente, considerando Unicamente las variantes alélicas que resultaron asociadas a la
DT2 en nuestra poblacion, se analiz6 el efecto acumulativo de estas sobre el riesgo a la
enfermedad. Para cada individuo se sumé el nimero de alelos de riesgo que portaban (0O si eran
homocigotos para el alelo de no riesgo; 1 si eran heterocigotos; 2 si eran homocigotos para el alelo
de riesgo), solo fueron considerados aquellos cuyos datos de genotipificacion para todos los SNP
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incluidos estaban completos. Se realizaron histogramas para comparar la distribucion de
frecuencias entre nimero de alelos de riesgo en diferentes grupos y, se hizo una curva ROC para
establecer un punto de corte a considerar para calcular el nimero de alelos en que el riesgo a DT2
aumenta significativamente. Utilizando dicho punto de corte, se ajustaron modelos de regresién
logistica para calcular el riesgo a DT2 al poseer ese niumero de alelos de riesgo 0 mas y, se
corrigieron por edad y/o sexo y/o IMC, cuando la p Wald<0.05. Dado que en la muestra de DG se

analizaron sélo 5 SNP, Gnicamente fue posible realizar los histogramas.
2.5. Consideraciones éticas
El proyecto fue aprobado por el Comité Institucional de Investigacion Biomédica en Humanos del

INCMNSZ, con numero de referencia 1212. Los individuos incluidos firmaron una hoja de

consentimiento informado antes de su inclusién al estudio y la toma de muestra.
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3. RESULTADOS

3.1. Muestra de DT2

La muestra total estuvo conformada por 1299 individuos: 302 controles y 997 casos. De acuerdo a

la procedencia, el tamafio de muestra del grupo de casos fue el siguiente:

a) Poblacién hospitalaria: fueron reclutados 541 individuos; de los cuales, 278 fueron
clasificados de inicio temprano, 241 de inicio tardio y 22 no supieron su edad de
diagnostico.

b) Poblacion abierta: fueron reclutados 456 individuos; de los cuales, 201 fueron de inicio
temprano, 245 de inicio tardio y 10 no supieron su edad de diagnéstico. Es importante
mencionar que 160 individuos (35%) no se sabian diabéticos y fueron diagnosticados
durante la ENSA 2000. Ademas, 354 individuos del total no se encontraban en ayuno y
fueron diagnosticados segun el criterio de glucosa casual de la ADA (tabla 1.2), por lo que
las muestras de estos individuos so6lo se utilizaron para los andlisis de asociacion y no para

las comparaciones de rasgos bioquimicos.

Del total de controles: 71 fueron obesos, 225 fueron no obesos y de 6 no se pudo calcular
el IMC por falta de algun dato; por su parte, del total de casos: 366 fueron obesos, 617 fueron no

obesos y de 14 no se pudo obtener el IMC.

3.1.1. Caracteristicas de la muestra de DT2

Sdélo las variables sexo, edad, edad de diagnéstico, IMC y circunferencia de cintura tuvieron una
distribucién normal. Las variables edad, sexo e IMC se identificaron como confusoras y fueron
evaluadas en los modelos de regresién logistica posteriores. Como ya se menciond, sélo se

utilizaron las muestras tomadas en ayuno para la comparacion de rasgos bioquimicos.

Al comparar la muestra total, encontramos que los pacientes diabéticos presentaron mayor
IMC, circunferencia de cintura, niveles séricos de glucosa vy triglicéridos; pero menores niveles de
colesterol total, asi como HDL y LDL. Ademas, tuvieron una disminucion en la secrecion de insulina
(HOMA B) y sensibilidad a esta (HOMA S), consecuentemente, tuvieron mayor resistencia a la
hormona (HOMA IR). Cuando se estratificd de acuerdo a la edad de diagndstico, observamos que
los diabéticos de inicio temprano tuvieron menor circunferencia de cintura y presién arterial (tabla
3.1).
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No se conto con las mediciones de niveles de insulina sérica en los pacientes de poblacion abierta;
por lo que no se pudieron calcular los indices HOMA. No obstante, encontramos que los pacientes
diabéticos de poblacién hospitalaria fueron diagnosticados mas jovenes, presentaron menor

circunferencia de cintura, presién arterial, niveles séricos de glucosa, colesterol y triglicéridos (tabla

3.2).

Tabla 3.1. Caracteristicas generales de la muestrade DT2 y segln la edad de diagnéstico de los casos.

CASOS
COT]IEC%LES Total Temprano Tardio
n=997 (616) n=479 (323) n=486 (293)
Sexo &
) 35.8 34.7 36.9 315
Edad 57.249.7 53+12.2 * 45.4+10.7 * 60.4+8.4 *
(afios)
Edad diagnéstico
(&f105) na. 45.3£11.6 35.9+6.7 1 54.5+7.1
IMC, 27.4+4.6 29.145.0 * 20.145.5* 20.2+4.5*
(kg/m®)
CEQ:;‘;"" 93.1+13 100£13.1 * 98.9+13.7 * ¢ 101.1+12.6 *
PAS .
(mmhg) 120 (110-140) 130 (120-140) 121 (110-135) # 130 (120-145)
PAD
(mmHg) 80 (72-90) 80 (75-90) 80 (75-90) t 84 (75-90)
?rL“gC/gSL';‘ 89.5 (83-97) 160 (125-226) * 164.5 (125-236) * 151 (124-208) *
C(?#Zslgel_r)‘" 220 (193-247) 205 (176-236) * 202 (174-235) * 210 (179-241) *
T”(Qr’T']';fdrl'_o)'Os 155 (112-217) 193 (142-281) * 194.5 (138-285) * 189 (145-275) *
HDL ) P . _49)
(mg/dL) 46 (38-53) 41 (34-47) 40 (33-47) 41 (36-49)
LDL . 149 * _146) *
(mafd) 140 (115-164) 119 (96-146) 115.5 (94-142) 122 (101-146)
HO((% E 100.2 (72.8-124.8) 46.3(21.8-83.2) * 39.1 (20-80.9) * 48.4 (23.9-83.4) *
HO((’}/’(')')“ S 92.5 (57.2-134.5) 60.5 (40.1-93.3) * 56.2 (38.2-94) * 62 (42-92.4) *
HC(’S”?)'R 1.08 (0.74-1.8) 1.7 (1.1-25) * 1.8 (1.1-2.6)* 1.6 (1.1-2.4)*

Se muestra la media + DS, o bien, la mediana (percentil 25-percentil 75) para datos con distribucién no normal. n=tamafio
de muestra total (tamafio de muestra en ayuno). *p<0.05 con respecto al grupo control, ¥p<0.05 con respecto al grupo

tardio. n.a, no aplicable; u.a., unidades arbitrarias.

Cuando estratificamos la muestra segun el estado de obesidad (no obesos vs. obesos), los casos
mostraron diferencias con respecto a los controles en todas las variables; excepto en IMC,
circunferencia de cintura y presion arterial en el grupo de obesos. Finalmente, tanto controles como
casos no obesos, presentaron menores cifras de presion arterial, secrecion de insulina y
resistencia a esta y, por tanto, mayor sensibilidad a la hormona. Ademas, los casos obesos fueron

mas jovenes que los no obesos (tabla 3.3).
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Tabla 3.2. Caracteristicas de la muestra de DT2 segln la procedencia de los casos.

CASOS
COI:I;I;S)ZLES Total Hospital Abierta
n=997 n=541 n=456 (102)
Sexo & .
o) 35.8 34.7 416 A 26.5
Edad 57.2£9.7 53£12.2 * 53.7+11.8 * 52.3+12.6 *
(afios)
Edad diagndstico
(aiog) na. 45.3+11.6 43.9+11.2 A 47+11.8
IMC, 27.44.6 29.1£5.0 * 2915.4 * 29.3t4.4*
(kg/m®)
C('Q:]‘i)ra 93.1+13 100+13.1 * 08.313.3 * A 101.5£12.8 *
PAS
(mmh) 120 (110-140) 130 (120-140) 126.5 (114-140) 130 (120-140)
PAD *
(mmHa) 80 (72-90) 80 (75-90) 80 (70-90) A 85 (80-90)
((Br:]ug(;gsL{)j‘ 89.5 (83-97) 160 (125-226) * 151 (120-207) * A 203 (153-297) *
C(%Zslgel_')c" 220 (193-247) 205 (176-236) * 202 (177-235) * 215 (176-242)
T”(‘\lifl'q'gz;_d)os 155 (112-217) 193 (142-281) * 186 (138-275) * A 217.5 (161-317) *
HDL . e A7) *
(ma/dL) 46 (38-53) 41 (34-47) 41 (34-47) 40 (35-47)
LDL 140 (115-164) 119 (96-146) * 119 (97-144) * 122 (95-147) *

(mg/dL)

Se muestra la media + DS, o bien, la mediana (percentil 25-percentil 75) para datos con distribucion no normal.
n=tamafio de muestra total (tamafio de muestra en ayuno). *p<0.05 con respecto al grupo control, Ap<0.05 con

respecto al grupo de poblacién abierta. n.a., no aplicable.

Tabla 3.3. Caracteristicas de la muestra de DT2 segln el estado de obesidad.

NO OBESOS OBESOS
Controles Casos Controles Casos
n=225 n=71 n=617 (397) n=366 (239)
Sexo &
) 37.8 41.7 % 29.6 22.9
Edad 57.89.8 54.3+12.3 * x 55.3+9.4 50.7+11.5 *
(afios)
Edad diagnéstico
(afio8) na. 45.4+12.1 na. 45.1+10.5
IMC, 25.5£2.5 x 26.242.8 * x 33.7+4 34.243.7
(kg/m®)
Cégf;‘)ra 87.98.7 x 93.6£9.9 * x 106.7+12.5 110.2+11.1
PAS .
(ki) 120 (110-130) x 128 (115-140)* x 130 (120-150) 130 (120-146)
PAD
(mmHg) 80 (70-85) x 80 (70-90) x 90 (80-100) 85 (80-92)
Glucosa . } .
(mardl) 89 (82-96) x 160 (125-232) 94 (85-102) 157 (126-214)
C(?:%S/gel_’)o' 218 (192-249) 199 (176-236) * 224 (200-245.5) 210 (178-235) *
T”(Er’T']'SfJI'_‘;OS 149 (110-217) 186 (136-274) * 167 (134-213.5) 202 (153-315) *
HDL . Y
(maldL) 46 (39-53) 39 (33-46) 45 (37-54) 38 (31-44)
LDL N YR
(mafd) 138 (115-164) 117 (95.4-143) 143 (119-162) 123 (101-146)
HO(%\ = 88.8 (70.7-123.9) % 38.3 (20.1-66.1) * x 108.8 (91.7-139.3) 60.2 (27.7-109.9) *
HO(('};(')’)* S 105.6 (62-150.3) % 75.6 (53-123.8) * % 68.5 (46.5-103) 43.9 (33.3-63.5) *
HC(’S";*)'R 0.95 (0.67-1.61) x 1.3 (0.81-1.9) * x 15(0.97-2.2) 2.3(1.6:3.0)*

Se muestra la media + DS, o bien, la mediana (percentil 25-percentil 75) para datos con distribucién no normal. n=tamafio de
muestra total (tamafio de muestra en ayuno). *p<0.05 con respecto a su grupo control, xp<0.05 con respecto al grupo obeso.
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3.1.2. Genotipificacion y LD de las variantes alélicas analizadas en la muestra de DT2

La tasa de la genotipificacién fue del 92%. Los SNP estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg

(p<0.05); excepto ADAMTS9 (rs4607103) en el grupo de casos (p=0.022). Para los genes en que

se analizé mas de un SNP, se calculd la R? entre ellos; sélo las variantes rs4402960 y rs1470579

del gen IGF2BP2 estuvieron en desequilibrio de ligamiento (tabla 3.4).

Tabla 3.4. LD en poblaciéon mestiza mexicana.

Gen SNP R’ p
HHEX/IDE ::%gg;? 0077  <2x107®
CDKAL1 r;sl70741584f64304 0024  6.63x10°
IGF2BP2 :z‘l‘j%ggg 0.866  <2x107°

3.1.3. Andlisis de asociacién a DT2

Se presentan los resultados de los modelos cuya p %° fue la mas significativa y cuyo poder
estadistico fue el mayor (Apéndice II). EI SNP rs1111875 (HHEX/IDE) fue ajustado a un modelo
recesivo; los SNP rs945508 (ARHGEF11), rs4402960 y rs1470579 (IGF2BP2) fueron ajustados a

un modelo dominante; el resto, fue ajustado a un modelo aditivo. Para todas las asociaciones, se

calcul6 un poder estadistico post hoc superior a 80%.

a)

b)

Andlisis de la muestra total: los genes KCNJ11l (rs5219), HHEX/IDE (rs1111875),
CDKN2A/2B (rs10811661) y ARHGEF11 (rs945508) se asociaron a la DT2 en la poblacion
mestiza mexicana general (tabla 3.5). Los casos presentaron mayores frecuencias de los
genotipos de riesgo segun el modelo genético al cual se asociaron (p=0.034, 0.035, 0.025,
0.006, respectivamente), aun cuando no en todos se alcanzé significancia en las
diferencias entre frecuencias de los alelos de riesgo (p=0.012, 0.052, 0.008, 0.062,

respectivamente).

También hubo diferencias en las frecuencias alélicas entre casos y controles del
alelo de riesgo de los SNP rs12779790 (CDC132/CAMK1D) y rs13266634 (SLC30A8)
(p=0.017, 0.045, respectivamente); sin embargo, las asociaciones a DT2 no tuvieron

significancia estadistica.
Analisis de la muestra segun la edad de diagndstico: el gen SLC30A8 (rs13266634) se

asoci6é sélo a DT2 de inicio temprano (tabla 3.6). La frecuencia del alelo de riesgo fue

mayor en los diabéticos de inicio temprano que de inicio tardio (p=0.028).
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c)

d)

Los alelos de riesgo de los SNP rs7923837 (HHEX/IDE), rs4402960 (IGF2BP2) vy,
rs7578597 (THADA) presentaron diferencias en sus frecuencias entre casos de inicio
tardio y temprano (p=0.016, 0.044, 0.034, respectivamente); no obstante, no se asociaron

a la DT2 en ninguno de los subgrupos.

Analisis de la muestra segun la procedencia de los casos: el gen IGF2BP2 (rs4402960 y
rs1470579), asi como la region CDC123/CAMKI1D (rs12779790) se asociaron a la DT2 en
individuos de poblacion abierta (tabla 3.7). Los pacientes diabéticos de poblacién abierta
tuvieron mayores frecuencias de los genotipos de riesgo segun el modelo genético al cual
se asociaron (p=0.008, 0.051, 0.0008, respectivamente). Las frecuencias de los alelos de
riesgo también fueron mayores, excepto para rs1470579 (p=0.022, 0.085, 0.0006,

respectivamente).

Analisis de la muestra segun el estado de obesidad: el OR del gen ARHGEF11 (rs945508)
fue mayor en el grupo de individuos no obesos (tabla 3.8). La frecuencia del alelo de riesgo
fue mayor en los casos no obesos en comparacion a los casos obesos (p=0.009) y a los
controles no obesos (p=0.002); pero, no presentd diferencias significativas con respecto a

los controles obesos (p=0.965).

En el grupo de no obesos, los casos presentaron mayor frecuencia de los alelos de
riesgo en las variantes KCNJ11 (rs5219), SLC30A8 (rs13266634) y CDC123/CAMK1D
(rs12779790) (p=0.018, 0.027, 0.013, respectivamente). Por su parte, en el grupo de
obesos, los casos presentaron mayor frecuencia de los alelos de riesgo en las variantes
HHEX/IDE (rs1111875) y CDKN2A/2B (rs10811661) (p=0.043, 0.041, respectivamente). A
pesar de esto, ninguna de ellas presentd alguna modulacion en la magnitud de las

asociaciones.

Dado que la obesidad es un padecimiento muy relacionado con la DT2, se analiz6 si las

variantes también confieren riesgo a esta. Ninguno de los SNP estudiados resulté de riesgo a la
obesidad en la poblacion mestiza mexicana; sin embargo, se encontré que la region génica
CDC123/CAMKI1D (rs12779790) aparentemente confiere proteccion a esta. A pesar de dicho dato,
no detectamos diferencias significativas en las frecuencia del alelo de riesgo entre individuos
obesos y no obesos (p=0.238), por lo que el resultado no es concluyente (tabla 3.9). Esto fue
relevante para distinguir aquéllos SNP cuyo riesgo a la DT2 fuera consecuencia de su asociacion
con la obesidad.
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Tabla 3.5. Asociacién a DT2 en poblacién mestiza mexicana general.

f alelo riesgo Casos n=997

Gen SNP rﬁ‘elseaOo Controles Casos OR (IC 95%) p
KCNJ11 rs5219 T 0.335 0.394 * A 1.33 (1.08-1.64) 0.008
SLC30A8 rs13266634 C 0.719 0.761 * 1.18 (0.95-1.47) 0.132
HHEX/IDE rs1111875 T 0.331 0.376 A 1.63 (1.06-2.52) 0.027
rs7923837 G 0.468 0.487 1.10 (0.90-1.35) 0.342
CDKN2A/2B rs10811661 T 0.873 0.911*A 1.46 (1.08-1.97) 0.014
CDKALL rs7754840 C 0.297 0.307 1.06 (0.86-1.31) 0.560
rs10484634 T 0.972 0.800 1.54 (0.85-2.79) 0.156
IGE2BP2 rs4402960 T 0.196 0.214 1.28 (0.96-1.73) 0.097
rs1470579 C 0.201 0.213 1.25 (0.93-1.68) 0.141
ARHGEF11 rs945508 © 0.730 0.769 A 1.89 (1.10-3.24) 0.021
JAZF1 rs864745 A 0.651 0.687 1.16 (0.94-1.42) 0.171
CDC123/CAMK1D rs12779790 G 0.150 0.197 * 1.31 (0.99-1.72) 0.053
TSPANS8/LGR5 rs7961581 T 0.851 0.868 1.13 (0.86-1.49) 0.384
THADA rs7578597 T 0.955 0.967 1.24 (0.75-2.04) 0.401
ADAMTS9 rs4607103 C 0.698 0.714 1.09 (0.89-1.34) 0.413
NOTCH2 rs10923931 T 0.081 0.083 1.02 (0.72-1.45) 0.905

*Diferencias en f alélicas (p<0.05); Adiferencias en f genotipicas bajo modelo genético al cual se ajustan (p<0.05).
Ajustados por edad, sexo o IMC cuando p Wald<0.05.

Tabla 3.6. Asociacion a DT2 seglin la edad de diagnostico de los casos.

f alelo riesgo en casos Temprano n=479 Tardio n=486

Gen SNP rﬁ::lgoo Tempranos Tardios OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
KCNJ11 rs5219 T 0.395 0.395 1.35 (1.04-1.76) 0.027 1.36 (1.07-1.73) 0.011
SLC30A8 rs13266634 C 0.784 0.741 * 1.42 (1.07-1.88) 0.015 1.13 (0.88-1.46) 0.325
HHEX/IDE rs1111875 T 0.378 0.378 1.36(0.78-2.38) 0.284 1.72(1.07-2.76) 0.025
rs7923837 G 0.453 0.512 * A 0.98 (0.76-1.28) 0.912 1.09 (0.86-1.37) 0.470
CDKN2A/2B rs10811661 T 0.916 0.913 1.49 (1.01-2.20) 0.042 1.63 (1.14-2.33) 0.007
CDKALL rs7754840 C 0.323 0.296 1.00 (0.77-1.29) 0.998 1.02 (0.80-1.29) 0.888
rs10484634 T 0.979 0.980 1.80 (0.84-3.88) 0.133 1.38 (0.69-2.78) 0.361
IGE2BP2 rs4402960 T 0.190 0.230 * A 1.12 (0.76-1.63) 0.574 1.31 (0.94-1.83) 0.111
rs1470579 C 0.196 0.222 1.09 (0.75-1.59) 0.652 1.31 (0.94-1.83) 0.108
ARHGEF11 rs945508 © 0.772 0.760 1.41(0.69-2.85) 0.344 2.21(1.16-4.22) 0.016
JAZF1 rs864745 A 0.700 0.676 1.22 (0.93-1.61) 0.144 1.14 (0.90-1.45) 0.262
CDC123/CAMK1D  rs12779790 G 0.214 0.178 1.33 (0.95-1.87) 0.092 1.26 (0.92-1.72) 0.147
TSPANS8/LGR5 rs7961581 T 0.868 0.867 1.32(0.92-1.89) 0.128 1.07 (0.78-1.46) 0.685
THADA rs7578597 T 0.976 0.957 * 1.76 (0.87-3.55) 0.116 1.16 (0.67-2.03) 0.593
ADAMTS9 rs4607103 C 0.722 0.703 1.13 (0.87-1.47) 0.352 1.03 (0.82-1.31) 0.773
NOTCH2 rs10923931 T 0.082 0.085 1.16 (0.73-1.84) 0.523 1.07 (0.72-1.60) 0.726

*Diferencias en f alélicas (p<0.05); Adiferencias en f genotipicas bajo modelo genético al cual se ajustan (p<0.05). Ajustados por edad, sexo o IMC cuando
p Wald <0.05.



Tabla 3.7. Asociacién a DT2 seguln la procedencia de los casos.

f alelo riesgo en casos

Hospital n=541

Abierta n=456

Gen SNP r)ibgslgoo Hospital Abierta OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
KCNJ11 rs5219 T 0.405 0.382 1.38 (1.10-1.73) 0.005 1.29 (1.01-1.65) 0.039
SLC30A8 rs13266634 C 0.762 0.759 1.18 (0.93-1.50) 0.184 1.18 (0.91-1.52) 0.209
HHEX/IDE rs1111875 T 0.380 0.372 1.75 (1.10-2.77) 0.018 1.54 (0.94-2.52) 0.089
rs7923837 G 0.474 0.498 1.05 (0.84-1.31) 0.661 1.17 (0.93-1.48) 0.184
CDKN2A/2B rs10811661 T 0.912 0.910 1.49 (1.06-2.09) 0.022 1.45 (1.02-2.06) 0.037
CDKALL rs7754840 C 0.291 0.326 1.01 (0.81-1.28) 0.902 1.10 (0.87-1.39) 0.433
rs10484634 T 0.970 0.981 1.47 (0.75-2.86) 0.258 1.61 (0.79-3.29) 0.189
IGE2BP2 rs4402960 T 0.193 0.237 * A 1.08 (0.78-1.5) 0.638 1.56 (1.12-2.17) 0.009
rs1470579 C 0.198 0.230 A 1.10 (0.79-1.53) 0.556 1.46 (1.04-2.04) 0.027
ARHGEF11 rs945508 c 0.763 0.776 1.61 (0.89-2.92) 0.113 2.18 (1.09-4.33) 0.027
JAZF1 rs864745 A 0.683 0.691 1.11 (0.88-1.40) 0.387 1.22 (0.97-1.56) 0.089
CDC123/CAMK1D  rs12779790 G 0.166 0.230* A 1.10 (0.82-1.48) 0.507 1.60 (1.18-2.18) 0.003
TSPANB/LGR5 rs7961581 T 0.860 0.878 1.05(0.77-1.42) 0.754 1.23 (0.89-1.70) 0.207
THADA rs7578597 T 0.967 0.967 1.29 (0.74-2.27) 0.369 1.22 (0.67-2.21) 0.518
ADAMTS9 rs4607103 C 0.717 0.710 1.11 (0.88-1.40) 0.370 1.04 (0.82-1.32) 0.756
NOTCH2 rs10923931 T 0.084 0.082 1.06 (0.72-1.57) 0.768 0.99 (0.66-1.49) 0.974

*Diferencias en f alélicas (p<0.05); Adiferencias en f genotipicas bajo modelo genético al cual se ajustan (p<0.05). Ajustados por edad, sexo o IMC cuando
p Wald<0.05.

Tabla 3.8. Asociacion a DT2 seguUn el estado de obesidad.

f alelo riesgo en controles f alelo riesgo en casos No obesos Obesos

Gen SNP r’i*e':'goo No obesos  Obesos No obesos  Obesos OR (IC 95%) p OR (IC 95%) P
KCNJ11 rs5219 T 0.34 0.31 0.41* 0.38 1.31(1.03-1.68)  0.028 1.39(0.91-2.13) 0.125
SLC30A8 rs13266634 C 0.70 0.77 0.76 * 0.76 1.26 (0.97-1.62)  0.083 0.94 (0.61-1.45) 0.788
HHEX/IDE rs1111875 T 0.35 0.28 0.38 0.37 * 1.52 (0.94-2.50) 0.088 2.30(0.78-6.50) 0.133
rs7923837 G 0.47 0.49 0.49 0.48 1.15(0.91-1.46)  0.237 1.01 (0.69-1.48) 0.955
CDKN2A/2B rs10811661 T 0.88 0.85 0.91 0.91* 1.33(0.93-1.9) 0.116 1.73(0.98-3.03)  0.057
CDKAL1 rs7754840 C 0.29 0.31 0.32 0.29 1.15(0.90-1.46) 0.260 0.89 (0.59-1.33) 0.575
rs10484634 T 0.97 0.99 0.98 0.98 1.76 (0.89-3.46)  0.099 0.85(0.20-3.59)  0.823
IGE2BP2 rs4402960 T 0.21 0.15 0.22 0.20 1.15(0.81-1.61) 0.438 1.83(0.98-3.41) 0.057
rs1470579 C 0.20 0.18 0.22 0.20 1.15(0.82-1.63)  0.417 1.55(0.85-2.81)  0.151
ARHGEF11 rs945508 C 0.71 0.79 0.79* ¢ 0.74 2.58 (1.35-4.94)  0.004 0.89 (0.29-2.77)  0.847
JAZF1 rs864745 A 0.64 0.67 0.69 0.67 1.22 (0.96-1.55)  0.107 0.97 (0.64-1.48)  0.886
CDC123/CAMK1D  rs12779790 G 0.15 0.15 0.21* 0.18 1.36 (1.00-1.86)  0.056 1.18 (0.66-2.09)  0.580
TSPANS8/LGR5 rs7961581 T 0.84 0.90 0.86 0.88 1.29 (0.87-1.64)  0.263 0.84 (0.45-1.57)  0.592
THADA rs7578597 T 0.96 0.94 0.97 0.97 0.99 (0.54-1.84) 0.991 1.96 (0.85-4.56)  0.116
ADAMTS9 rs4607103 C 0.69 0.72 0.71 0.72 1.12 (0.88-1.43)  0.340 1.00 (0.66-1.52)  0.994
NOTCH2 rs10923931 T 0.08 0.07 0.08 0.09 0.99 (0.66-1.48)  0.946 1.15 (0.56-2.38)  0.697

*Diferencias en f alélicas con respecto a grupo control (p<0.05); tdiferencias en f alélicas con respecto a grupo obeso (p<0.05). Ajustado por edad, sexo o DT2 cuando p Wald<0.05.
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Tabla 3.9. Asociacién a obesidad en poblacién mestiza mexicana general.

f alelo riesgo Casos n=366

Gen SNP rﬁelsegoo Controles Casos OR (95% ClI) p
KCNJ11 rs5219 T 0.39 0.36 0.88 (0.73-1.1) 0.164
SLC30A8 rs13266634 C 0.74 0.77 1.1 (0.89-1.34) 0.382
HHEX/IDE rs1111875 T 0.37 0.36 0.91 (0.76-1.09) 0.305
rs7923837 G 0.49 0.48 0.97 (0.81-1.16) 0.741
CDKN2A/2B rs10811661 T 0.90 0.90 0.88 (0.66-1.17) 0.361
CDKALL rs7754840 c 0.31 0.29 0.89 (0.74-1.07) 0.209
rs10484634 T 0.98 0.98 1.08 (0.59-1.97) 0.796
IGE2BP2 rs4402960 T 0.21 0.20 0.88 (0.70-1.10) 0.251
rs1470579 C 0.21 0.20 0.91 (0.73-1.13) 0.371
ARHGEF11 rs945508 Cc 0.77 0.74 0.83 (0.67-1.01) 0.069
JAZF1 rs864745 A 0.68 0.67 0.91 (0.75-1.10) 0.327
CDC123/CAMK1D rs12779790 G 0.19 0.17 0.78 (0.62-0.98) 0.034
TSPANS8/LGR5 rs7961581 T 0.86 0.88 1.25 (0.97-1.62) 0.088
THADA rs7578597 T 0.96 0.96 0.85 (0.53-1.37) 0.510
ADAMTS9 rs4607103 C 0.70 0.72 0.94 (0.78-1.14) 0.557
NOTCH2 rs10923931 T 0.08 0.08 1.07 (0.78-1.46) 0.690

Ajustados por edad, sexo o IMC cuando p Wald<0.05.

3.1.4. Analisis de rasgos bioquimicos en DT2

Algunas de las variantes que resultaron asociadas a la DT2, también se relacionaron con ciertos
rasgos bioquimicos propios de la enfermedad, como se detalla a continuacion. Debido a las
frecuencias bajas de los alelos de riesgo de ciertas de ellas, los analisis fueron realizados

utilizando el modelo genético méas conveniente, en funcion al tamafio de muestra por genotipo.

a) KCNJ11 (rs5219)

Se utilizé un modelo dominante para el analisis. El alelo de riesgo T se asoci6 a una disminucién
de los niveles de glucosa en el grupo de controles (-2.347 mg/dL, p=0.039); mientras que en los
casos, en especifico de inicio temprano, se asocié con un aumento (+19.62 mg/dL p=0.042). Por
su parte, en los individuos no obesos, poseer el alelo de riesgo se asocié con un aumento en la
secrecion de la insulina (+13.32%, p=0.032); pero en los obesos con una reduccién (-31.98%,
p=0.000). Ademas, en el grupo de obesos también se asocié con un aumento en los niveles de
glucosa (+24.55 mg/dL, p=0.003) (tabla 3.10, figura 3.1).

La disminucion en la secrecion de insulina en obesos estd dada principalmente por los
casos, grupo en que se observaron las diferencias significativas (CC: 83.5% [56.4-128.4%] vs
CT/TT: 38.7% [20-87.7%], p=0.0004). Los casos de inicio temprano portadores del alelo de riesgo
presentaron también una disminucion en la secrecion de insulina (CC: 57.2% [20.8-108.6%)] vs
CT/TT: 35.4% [18.9-71.6%], p=0.0516).
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Tabla 3.10. Efectos de KCNJ11 (rs5219) sobre la glucosa y la secrecién de insulina.

Rasgo Grupo n CC CT/TT Coef. B p
Controles 121/157 92 (85-99) 87 (83-97) -2.347 0.039
Casos 208/359 151 (123-203.5) 161 (126-237) 11.93 0.079
Glucosa  Casos tempranos  103//187 151 (121-202) 172 (130-249) 19.62 0.042
(mg/dL) Casos tardios 96/157 151 (128.5-210) 150 (119-207) -2.28 0.819
No obesos 88/120 111 (91.5-186) 122.5 (90.5-192.5) -3.11 0.589
Obesos 31/35 128 (100-160) 151 (104-219) 24.55 0.003
Controles 76/89 102.2 (75.8-142.3) 100.3 (71.5-122.6) -4.32 0.547
Casos 107/169 49.8 (21.8-84.7) 39 (20-77.6) -2.91 0.666
HOMA B Casos tempranos 47/74 57.2 (20.8-108.6) 35.4 (18.9-71.6) -8.30 0.489
(%) Casos tardios 55/91 46.7 (22.5-77.2) 48.9 (25.5-86.1) 4.85 0.545
No obesos 114/168 64.2 (27.7-95.2) 66 (34.1-102.7) 13.32 0.032
Obesos 67/90 102.6 (64.3-139.6) 63.85 (27.1-104.1) -31.98 0.000

Se muestra la mediana (percentil 25-percentil 75). n=no. de sujetos de genotipo CC / no. de sujetos con genotipo CT/TT. Los
modelos se ajustaron por edad y/o sexo y/o IMC y/o procedencia de las muestras y/o DT2 cuando p [t]<0.05.
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Figura 3.1. Efectos de KCNJ11 (rs5219) sobre la a) glucosa y b) secreciéon de insulina.
Blanco (controles), negro (casos), azul (casos de inicio temprano), morado (casos de inicio tardio),

amarillo (no obesos), verde (obesos) *p<0.05 en la regresion lineal. Se grafica la mediana.
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b) HHEX/IDE (rs1111875)

Se utilizé un modelo recesivo en el analisis. El alelo de riesgo T se asocid con una disminucion en
los niveles de glucosa plasmatica en el grupo de controles (-3.89 mg/dL, p=0.035), pero no asi en
los casos. En este Ultimo, se asocié con una disminucién en los niveles de triglicéridos (-46.12
mg/dL, p=0.046) (tabla 3.11, figura 3.2). Por otra parte, aunque no se obtuvieron resultados
significativos en las regresiones lineales, se observé un aumento en la secrecién de insulina en el
grupo de casos con el alelo de riesgo (CC/CT: 41.9% [20.9-82%] vs TT: 58.7% [30.1-102.6%],
p=0.0541). Adicionalmente, los individuos obesos portadores del alelo de riesgo tuvieron mayor
resistencia a la insulina (CC/CT: 1.99 [1.28-2.74] vs TT: 2.56 [1.84-3.17], p=0.0491).
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Tabla 3.11. Efectos de HHEX/IDE (rs1111875) sobre la glucosay los triglicéridos.

Rasgo Grupo n CCICT TT Coef. B p
Glucosa Controles 252/28 90.5 (84-98) 86 (77.5-90.5) -3.89 0.035
(mg/dL) Casos 476/90 160.5 (124.5-232) 154 (121-202) -9.75 0.281

Triglicéridos Controles 152/14 157 (112-213) 142 (121-270) -1.46 0.766
(mg/dL) Casos 234/46 200.5 (145-290) 174 (129-219) -46.12 0.046

Se muestra la mediana (percentil 25-percentil 75). n=no. de sujetos de genotipo CC/CT / no. de sujetos con genotipo CC. Los
modelos se ajustaron por edad y/o sexo y/o IMC y/o procedencia de las muestras y/o DT2 cuando p [t]<0.05.

a. Glucosa (mg/dL) b. Triglicéridos (mg/dL)
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Figura 3.2. Efectos de HHEX/IDE (rs1111875) sobre la a) glucosa y b) los triglicéridos.
Blanco (controles), negro (casos) *p<0.05 en la regresion lineal. Se grafica la mediana.

c) CDKN2A/2B (rs10811661)

Se us6 un modelo recesivo en el andlisis. No hubo ninguna asociacion significativa del genotipo a
algun rasgo bioquimico; no obstante, observamos que los sujetos diabéticos portadores del alelo
de riesgo T presentan una reduccién en la secrecion de insulina, especificamente en aquéllos de
inicio temprano (CC/CT: 63.9 [44.1-94.1] vs TT: 36.6 [18.9-77.6], p=0.0332) (figura 3.3).
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Figura 3.3. Efecto de CDKN2A/2B (rs10811661) sobre la secrecion de
insulina. Blanco (controles), negro (casos), azul (casos de inicio temprano),
morado (casos de inicio tardio). Se gréafica la mediana.

d) ARHGEF11 (rs945508)

Los analisis se realizaron bajo un modelo dominante. El alelo de riesgo C se asocié con una

disminucién en los niveles de glucosa plasmatica en el grupo de casos (-34.21 mg/dL, p=0.025),
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especialmente en diabéticos de inicio temprano (-42.65 mg/dL, p=0.055) (tabla 3.12, figura 3.4).

Por otro lado, encontramos que los sujetos diabéticos no obesos portadores del alelo de riesgo

también presentan una disminucion en los niveles glucosa (TT: 204 mg/dL [169-260 mg/dL] vs

TC/CC: 160 mg/dL [124-231 mg/dL], p=0.0183).

Tabla 3.12. Efecto de ARHGEF11 (rs945508) sobre la glucosa.

Rasgo Grupo n TT TC/CC Coef. B p
Controles 24/254 90.5 (84.5-100) 89 (83-98) -2.57 0.210
Glucosa Casos 27/562 197 (134-276) 158 (124-225) -34.21 0.025
(mg/dL) Casos tempranos 13/281 207 (164-260) 164 (124-234) -42.65 0.055
Casos tardios 13/258 169 (132-247) 151 (124-208) -19.1 0.382

Se muestra la mediana (percentil 25-percentil 75). n=no. de sujetos de genotipo TT / no. de sujetos con genotipo TC/CC.

Los modelos se ajustaron por edad y/o sexo y/o IMC y/o procedencia de las muestras y/o DT2 cuando p [t]<0.05.
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Figura 3.4. Efecto de ARHGEF11l (rs945508) sobre la glucosa. Blanco
(controles), negro (casos), azul (casos de inicio temprano), morado (casos de
inicio tardio) *p<0.05 en la regresion lineal. Se grafica la mediana.

3.1.5. Analisis de interaccién en DT2

Todos los SNP fueron incluidos en el analisis preliminar con el programa MDR, excepto la variante

rs1470579 del gen IGF2BP2, puesto que se encontr6 en desequilibrio de ligamiento con la otra

variante analizada para el mismo locus (tabla 3.4). Se utilizé la muestra total con el fin de identificar

posibles interacciones gen-gen que pudieran también modular el riesgo a la DT2 en la poblacion

general, ain cuando algunas variantes alélicas sélo confirieron riesgo de forma individual en

subgrupos particulares de diabéticos (tabla 3.13). Los modelos de regresién logistica posteriores

fueron ajustados por las variables edad e IMC.

Tabla 3.13. Interacciones génicas entre variantes de riesgo a DT2.

MDR Regresidén Logistica

Regién Consistencia Exactitud p OR (IC 95%) p*
ARHGEF11 * CDC123/CAMK1D 10 56.71 0.0013 1.69 (1.05-2.70) 0.029
HHEX/IDE*ADAMTS9 8 56.24 0.0018 0.66 (0.48-0.90) 0.008

p* ajustados por edad e IMC.
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3.1.6. Analisis de alelos multiples en DT2

Ademas de solo considerar las 7 regiones génicas asociadas a DT2 en nuestra poblacion
(excluyendo la rs1470579), fueron incluidos Unicamente aquéllos individuos cuyos datos de
genotipificacion estaban completos para dichos SNP (n=1015). No hubo individuos con menos de

2, ni con mas de 12 variantes. Se consider6 un efecto aditivo para las distintas variantes alélicas.

Al analizar la muestra total, encontramos que: 1) la frecuencia de individuos con mayor
namero de alelos de riesgo aumenta en los sujetos diabéticos en comparacion con los
normoglucémicos, quienes tienen en su mayoria pocas variantes; 2) aunque no hay diferencias
importantes en sus distribuciones, mas de la mitad de los pacientes diabéticos de inicio temprano
se concentra en el intervalo de 6-8 alelos de riesgo (67.02%); 3) la mayor proporcién de diabéticos
procedentes de instituciones hospitalarias tienen menor nimero de alelos de riesgo, mientras que
los diabéticos procedentes de poblacién abierta tienen en mayor proporcidén carga alélica alta; 4) el
porcentaje de individuos diabéticos con mayor nimero de alelos de riesgo es mayor en el grupo de
no obesos que en el de obesos. No se observd ningln patrén claro en las distribuciones de los
individuos normoglucémicos (figura 3.5).
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Figura 3.5. Distribucién del nimero de alelos de riesgo a DT2 en diferentes grupos de diabéticos. Blanco (controles),
negro (casos), azul (casos de inicio temprano), morado (casos de inicio tardio), café (casos de hospital), rojo (casos de
poblacién abierta), amarillo (no obesos), verde (obesos).
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Con base en los resultados obtenidos en una curva ROC, decidimos utilizar como punto de corte, 8
alelos de riesgo (68% especificidad, 44% sensibilidad, area=0.59, IC95% 0.56-0.62) para calcular
el efecto aditivo de las variantes en el riesgo a DT2. Si bien dichos valores predictivos son bajos,
cabe aclarar que la realizacion de la curva no fue con fines de discriminacion clinica, sino para
escoger el numero de alelos mas adecuado a partir del cual se calculara la influencia de la carga
alélica en diferentes subgrupos de diabéticos. Estudios recientes indican que aun incluyendo los 18
alelos de riesgo hasta ahora reportados, no se obtienen valores superiores de la curva ROC, de

modo que no es posible predecir qué individuos desarrollaran la enfermedad (Lango et al., 2008).

En este analisis, encontramos que el riesgo de desarrollar DT2 es 1.67 veces mas alto
cuando se poseen 8 0 mas alelos de riesgo (tabla 3.14). Dicho aumento es especialmente visible
en los diabéticos de inicio tardio, en los que proceden de poblacion abierta y en los individuos no
obesos. Estos resultados son consistentes con las distribuciones de frecuencias mencionadas

anteriormente (figura 3.5).

Tabla 3.14. Riesgo a DT2 cuando se poseen 8 0 mas alelos de riesgo.

Grupo OR (IC 95%) p
Total 1.67 (1.22-2.30) 0.002
. P Temprano 1.58 (1.06-2.36) 0.026
Edad de diagnostico 7, 1.69 (1.18-2.42) 0.004
brocedencia Hospital 1.37 (0.96-1.95) 0.081
Abierta 2.05 (1.43-2.93) 0.000
. Obesos 1.10 (0.58-2.09) 0.772
Estado de obesidad  \ "oposos  1.89 (1.31-2.72) 0.001

Ajustados por edad, sexo e IMC cuando p Wald<0.05.

3.2. Muestra de DG

La muestra total estuvo conformada por 356 mujeres, 113 controles y 243 casos. De acuerdo a los
criterios de severidad propuestos por Freinkel: el 82.2% fue de tipo Al; el 16.5% fue de tipo A2 y el
1.3% fue de tipo B1. Sdlo el 48% de los casos, regresaron a realizarse la CTOG de 75 g postparto,
de ellas: el 56.4% permanecieron normoglucémicas; el 31.6% desarrollaron intolerancia a los

carbohidratos; mientras que el 12% desarrollaron DT2.

3.2.1. Caracteristicas de la muestra de DG

En las comparaciones de todas las variables se usaron pruebas paramétricas. Los casos
presentaron diferencias significativas en todos los factores de riesgo ya reportados para la DG;
excepto en el porcentaje de antecedentes familiares de DT2. Ambos grupos tuvieron valores altos
en esta variable. Los valores de glucosa diagnosticos y postparto fueron mayores en las mujeres

con DG. Ademas, dieron a luz en semanas mas tempranas, lo cual correlaciona con una
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disminucién en el capurro. Ademas, un porcentaje alto de recién nacidos hijos de madres con DG,

fueron pretérmino, prematuros o sufrieron muerte neonatal (tabla 3.15).

3.2.2. Genotipificacion de las variantes alélicas analizadas en la muestra de DG

La tasa de la genotipificacion fue del 92%. Solo se analizaron 5 SNP de los considerados para la
muestra de DT2. A excepcion de KCNJ11 (rs5219) y SLC30A8 (rs13266634) en el grupo de casos
(p=0.05, 0.015), el resto de las variantes estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.05). Sélo
se utilizaron los datos de las mujeres de la muestra de DT2 para comparar sus frecuencias alélicas
con las de la muestra de DG, Unicamente se incluyeron a aquéllas mujeres diabéticas cuya edad

correspondia al intervalo de las pacientes con DG.

Para todas las variantes, las frecuencias del alelo de riesgo fueron mayores en los casos
de DT2 en comparacion con su grupo de controles, aunque debido a la seleccion de los grupos
mencionado arriba, no se alcanzo la significancia estadistica. Sucedi6 lo contrario en la muestra de
DG, en la que las frecuencias de los alelos de riesgo de los controles fueron mayores que las de
los casos e, incluso, también lo fueron con respecto a las de los casos de DT2. Por su parte, las
frecuencias alélicas de los casos de DG fueron muy similares a las de los casos de DT2 (tabla
3.16).

Tabla 3.15. Caracteristicas generales de la muestra de DG.

Controles DG Casos DG
n=113 n=243
Edad (afios) 30.4+7.3 34.9+5.4 *
Obesidad (%) 125 30.8*
Presion sistélica (mmHg) 106.4+9.8 112.5+12.1 *
Factores Presion diastélica (mmHg) 67.7+8.5 72.4+8.7 *
maternos Edad materna avanzada (>35 afios) (%) 32.7 57.3*
Alta paridad (>3 gestas) (%) 44.9 57.1*
Antecedentes de DT2 (%) 78.7 83.3
Antecedentes de DG (%) 0 7.3*
DG previa (%) 0 11.1*
Semana de gestacion 27.9+3.8 23.9+4 *
Glucosa en ayuno (mg/dL) 80.2+6.8 94.6+£12.5 *
Datos Glucosa a 60’ (mg/dL) 128.1+25.5 195.3+27.2 *
diagnoésticos Glucosa a 120’ (mg/dL) 114.1+18.2 176.1+£27.2 *
Glucosa a 180’ (mg/dL) 98.1+16.8 140.5+27.3 *
Area bajo la curva 19883.6+2665.6 28796.2+3553.4 *
Datos Glucosa en ayuno (mg/dL) 95.9+6.7 103.3+31.2 *
postparto Glucosa a 120’ (mg/dL) 108.9+15.7 139.9+64 *
Semana de parto 38.1+2.2 37.1+2.1*
Factores Peso (g) 2901.3+521 2899.1+604.1
producto Talla (cm) 48.8+2.8 48.6+3.9
Capurro 38.6+1.8 37.5£2.4*
Pretérmino, prematurez, MNT (%) 9.8 229*

Se muestra la media + DS. *p<0.05 con respecto al grupo control.

En relacién a lo anterior, es importante hacer referencia al alto porcentaje de participantes con

antecedentes familiares de DT2 (tabla 3.15). Es por ello que decidimos recalcular las frecuencias
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tomando en cuenta dicha variable. Aunque el nimero de mujeres sin antecedentes familiares de
DT2 fue bajo, pudimos observar que en este grupo y para la mayoria de las variantes, las
frecuencias de los alelos de riesgo son menores tanto en casos como en controles. No obstante,
las frecuencias alélicas en ambos grupos de controles siguieron siendo mayores o iguales en
comparaciéon con sus grupos de casos aun en las mujeres sin antecedentes familiares de DT2
(tabla 3.17).

Tabla 3.16. Comparacion de las frecuencias alélicas de riesgo entre mujeres con DT2 y DG.

Alelo DT2 § DG
Gen SNP riesgo Controles Casos Controles Casos
n=194 n=182 n=113 n=243
KCNJ11 rs5219 T 0.318 0.383 0.436 0.388
SLC30A8 rs13266634 C 0.723 0.757 0.766 0.753
HHEX/IDE rs1111875 T 0.348 0.359 0.445 0.354 *
CDKN2A/2B rs10811661 T 0.892 0.905 0.912 0.916
THADA rs7578597 T 0.958 0.980 0.972 0.963

*p<0.05 con respecto al grupo control.

Tabla 3.17. Comparacion de las frecuencias alélicas de riesgo segun los antecedentes
familiares de DT2.

Alelo Sin AHDM Con AHDM
Gen SNP riesgo Controles Casos Controles Casos
n=20 n=37 n=74 n=184
KCNJ11 rs5219 T 0.342 0.353 0.472 0.382
SLC30A8 rs13266634 C 0.725 0.691 0.760 0.763
HHEX/IDE rs1111875 T 0.425 0.371 0.458 0.352
CDKN2A/2B  rs10811661 T 0.921 0.928 0.908 0.909
THADA rs7578597 T 0.974 0.943 0.965 0.964

AHDM, Antecedentes heredofamiliares de DM.

3.2.3. Andlisis de asociacion a DG

Poseer antecedentes familiares de DT2 fue una variable importante en la DG, por lo que decidimos
comparar a las mujeres que reportaron poseer antecedentes familiares de DT2 contra las que no.
Encontramos diferencias significativas en practicamente las mismas variables entre casos y
controles de cada grupo. Dado que el nUmero de mujeres sin antecedentes es muy reducido, no
fue posible hacer comparaciones estadisticas contra las que si tenian; sin embargo, destaca que
los casos con antecedentes tienen mayor presién arterial sistélica, mayores niveles de glucosa

postparto en ayuno y, un mayor porcentaje de desarrolla DT2 después del parto (tabla 3.18).

Las comparaciones anteriores demostraron que la carga genética para DT2 tiene un efecto
en la fisiopatologia de la DG; sin embargo, con las variantes alélicas estudiadas no fue posible
explicar dichos cambios. Se analiz6 la asociacion de los genotipos a la enfermedad tanto en la
muestra total de DG como en el grupo con antecedentes familiares de DT2, pero no en el grupo sin
antecedentes por tener un tamafio de muestra insuficiente. En contraste con los resultados de

DT2, encontramos que la variante del gen KCNJ11 (rs5219) disminuye el riesgo a desarrollar DG
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en el grupo con antecedentes familiares de DT2, bajo un modelo genético recesivo (tabla 3.19).

Las mujeres con DG tuvieron menor frecuencia del genotipo de riesgo que los controles (p=0.022).

La frecuencia del alelo de riesgo del SNP rs7578597 (THADA) fue tan alta que no se

pudieron ajustar los modelos de regresién. Ninguna otra variante resulté asociada; aunque la

region HHEX/IDE (rs1111875) casi alcanzo la significancia estadistica para un efecto de proteccion
a DG, al igual que rs5219 (p=0.056).

Finalmente, se probo la asociacién de los SNP utilizando los datos de las mujeres controles

de la muestra de DT2. En estas condiciones, encontramos que la variante del gen KCNJ11

(rs5219) confiere riesgo a desarrollar DG, bajo un modelo genético recesivo (tabla 3.19). En

contraste con lo observado anteriormente, las mujeres con DG tuvieron mayor frecuencia del

genotipo de riesgo que las mujeres controles de DT2 (p=0.046).

Tabla 3.18. Caracteristicas de la muestra de DG segun los antecedentes familiares de DT2.

Sin AHDM Con AHDM
Controles Casos Controles Casos
n=20 n=37 n=74 n=184
Edad (afos) 30.1+£7.5 35.6+5.3 * 29.9+7.3 34,754 *
Obesidad (%) 10 35.1* 12.2 30.3*
Presion sistélica (mmHg) 108+9.5 108.4+11 105.4+9.4 113.2+12.3 *
Factores Presion diastélica (mmHg) 68+8.3 71.1+8.8 67+8.3 72.8+8.6 *
maternos Edad materna avanzada (>35 afos) (%) 30 67.6 * 29.7 55.5*
Alta paridad (>3 gestas) (%) 40 56.8 43.2 54.4
Antecedentes de DG (%) 0 7.7 0 6.7
DG previa (%) 0 10.8* 0 10.9*
Semana de gestacion 28+4.1 24.1+4 * 28.3+3.9 23.8+4.08 *
Glucosa en ayuno (mg/dL) 81.2+7.7 93.8£10.8 * 80.246.8 95.1+13.1 *
Datos Glucosa a 60’ (mg/dL) 117.9+20.9 191.7+£24.7 * 128.4+25.7 196.2+27.9 *
diagnosticos Glucosa a 120’ (mg/dL) 108.8+16.4 172.2422.1* 114.7+£17.9 177.7428.5 *
Glucosa a 180’ (mg/dL) 95.4+17.1 135.9+26.9 * 98.4+17 142.9+27 *
Area bajo la curva 18894+2452.7 28247.8+3044 * 19948+2675.8 28954.5+3746.7 *
Datos Glucosa en ayuno (mg/dL) n.d. 93.1+14.5 96.3+7.4 105.9+35.1 *
postparto Glucosa a 120’ (mg/dL) n.d. 130.1+38.5 111.2+13.3 144+71.1*
DT2 postparto (%) 0 4.8* 0 10.6 *
Semana de parto 38+2.9 36.9+22.6 38.2+1.9 37.2£2*
Factores Peso (g) 2919.7+644.5 2997.9+590.5 2881.4+462.9 2872.3+619.7
producto Talla (cm) 48.6x3.7 49+3.7 48.742.5 48.5+4.2
Capurro 38.3£2.7 37.5+2 38.6+1.5 37.4£2.6 *
Pretérmino, prematurez, MNT (%) 17.6 23.1 6.8 23.4*

Se muestra la media = DS. *p<0.05 con respecto al grupo control. n.d., no disponible. AHDM, Antecedentes heredofamiliares de DM.

Tabla 3.19. Asociacion a DG en poblacion mestiza mexicana.

Controles de DG y

Controles de DG y casos

Controles DT2 y casos

Gen SNP r,iA;aISG{qoo casos de DG totales. de DG con AHDM de DG totales
OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
KCNJ11 rs5219 T 0.50 (0.24-1.02) 0.056 0.43 (0.20-0.90) 0.024 1.91 (1.003-3.64) 0.049
SLC30A8 rs13266634 C 1.03 (0.24-4.40) 0.968 0.61 (0.12-3.14) 0.550 2.19 (0.85-5.69) 0.106
HHEX/IDE rs1111875 T 0.70 (0.48-1.02) 0.062 0.67 (0.45-1.01) 0.056 1.03 (0.77-1.38) 0.847
CDKN2A/2B  rs10811661 T 0.84 (0.62-11.5) 0.897 0.84 (0.067-10.5) 0.891 2.46 (0.45-13.6) 0.301
THADA rs7578597 T n.a. n.a. n.a.

Los primeros dos andlisis fueron ajustados por edad, obesidad y antecedentes familiares de DT2 cuando p Wald <0.05. n.a., no aplicable. AHDM,
Antecedentes heredofamiliares de DM.
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3.2.4. Analisis de alelos multiples en DG

Se consideraron los 4 SNP que resultaron asociados en la muestra de DT2 en nuestra poblacion; y
se incluyeron Unicamente los individuos que tuvieron los datos completos de genotipificacién para
estos (n=318 para DG y n=330 para DT2). No hubo individuos con menos de 2, ni con mas de 8
alelos de riesgo.

En concordancia con los resultados arriba mencionados, encontramos que: 1) la proporcion
de mujeres con mas variantes alélicas es menor en los casos y mayor en los controles, ambos de
la muestra de DG; 2) el porcentaje de mujeres con DT2 comienza a aumentar a partir de una carga
de 7 alelos de riesgo, como ya se habia observado anteriormente; 3) la mayor proporcion de los
casos de DG sin antecedentes familiares de DT2 tienen 5 6 6 variantes alélicas (82.35%), pero
disminuyen drasticamente en los intervalos siguientes y 4) no se observan diferencias entre casos
y controles en el grupo con antecedentes familiares de DT2, salvo que la proporcion de mujeres

con DG es menor con respecto a los controles al considerar 7 0 mas alelos de riesgo (figura 3.6).

a. DG b.DT2
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c. DG sin antecedentes de DT2 d. DG con antecedentes de DT2
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Figura 3.6. Distribucion de alelos de riesgo a DT2 en mujeres con DG y DT2. Blanco
(controles DG), negro (casos DG), verde agua (controles DT2), lila (casos DT2).
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4. DISCUSION

El creciente estudio de la DM ha arrojado suficiente informacién como para reconocer su gran
complejidad y reconsiderar su clasificacion. En especial, la DT2 es una enfermedad muy
heterogénea que no tiene una secuencia causal Unica; es decir, cada paciente presenta una
combinacion diversa de alteraciones que los hace progresar de forma distinta. En orden de
aparicion, las dos alteraciones principales en su etiologia son: 1) resistencia a la insulina y 2)
disfuncion de las célulad pancreiticas. De forma general, un aumento en la resistencia a la

insulina en los 6rganos blancos es inicialmente compensado mediante el incremento en la
secrecion de insulina, la expresion del gen de la hormona y la masé pancreatica. Cualquier fallo

en el mecanismo de compensacidn provocara hiperglucemia.

La aparicion y severidad de estas alteraciones estan determinadas por la existencia de
condiciones ambientales adversas y la predisposicion genética. Se propone que la DT2 se
desarrolla cuando el ambiente potencia la resistencia a la insulina en un individuo que esta
genéticamente predispuesto a la disfuncién de sus célufagpa ncreaticas. En funcion a esta
hipétesis, se pueden hacer varias predicciones: 1) las variantes alélicas que Unicamente afecten a
la célula B predisponen a DT2; 2) las variantes allicas asociadas a DT2 estan principalmente en
genes que se expresan en la célula 3; 3) de encontrarse variantes alélicas que generen resistencia
a la insulina, su modo de accién deberia ser mediante la interaccion con el ambiente. Aunque casi
todas las variantes reportadas hasta el momento comprometen directamente lapfuncion
pancredtica, no se descarta la identificacién de contribucion genética para la resistencia a la
insulina (Florez, 2008).

La capacidad y magnitud de la respuesta compensatoria de la Bélektablecida
genéticamente, es la principal determinante de la habilidad a largo plazo que tiene un individuo
para mantener la homeostasis de la glucosa ante episodios de resistencia a la insulina. La
combinacién de factores ambientales y genéticos a los que estan expuestos los pacientes deben
ser tomados en cuenta para distinguir caracteristicas especiales entre los individuos que
desarrollan diabetes. A la fecha, ya hay evidencia clinica para considerar la existencia de
subgrupos de DT2 (Aguilar-Salinas et al., 2001;Aguilar-Salinas et al., 2002;Garcia-Garcia et al.,
2002;Hillier et al., 2001;2003); sin embargo, los estudios genéticos que los apoyan ain no son tan
abundantes (Flavell et al., 2005;Frayling et al., 2003;Villarreal-Molina et al., 2008). En este estudio,
obtuvimos diferencias en las caracteristicas clinicas, similares a lo ya reportado en nuestra

poblacion y; adicionalmente, encontramos particularidades genéticas en cada subgrupo.
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4.1. Diferencias fenotipicas en los subgrupos de DT2

Tanto la edad de diagnostico como el estado de obesidad se han descrito como variables
determinantes del fenotipo y curso clinico de los pacientes con DT2; y mas recientemente, se
reportd que los diabéticos procedentes de instituciones hospitalarias poseian caracteristicas
distintas a los de poblacion abierta (Aguilar-Salinas et al., 2002). La estratificacion de la muestra en
funcién a dichos criterios nos permitié corroborar las caracteristicas clinicas de los subgrupos de
DT2 en la muestra y, relacionarlas con los resultados del andlisis genético. Sobre las
caracteristicas mas evidentes que distinguen a cada subgrupo podemos comentar lo siguiente:

1. Edad de diagnéstico

La resistencia a la insulina y, por tanto, la tolerancia a la glucosa tienden a deteriorarse conforme
avanza la edad, debido a que aumentan los depdsitos de grasa central —evaluada mediante la
medicion de circunferencia de cintura, indicador de riesgo para la resistencia a la insulinay DT2—y
disminuye la funcion de las células pancreaticas. No obstante, los estudios epidemiolégicos mas
recientes indican que la prevalencia de pacientes que desarrollan DT2 en edad joven va en
aumento (tabla 1.1). La principal caracteristica que diferencia a estos pacientes del resto, es que
presentan una deficiencia severa en la secrecion de insulina. Al parecer es una forma mucho mas
agresiva puesto que la descompensacién comienza desde edad temprana, por lo que tienen mayor
riesgo de sufrir complicaciones cronicas (Aguilar-Salinas et al., 2001;Aguilar-Salinas et al.,
2002;Garcia-Garcia et al., 2002).

En contraste, la alteracion principal de los diabéticos de inicio tardio es una grave
resistencia a la insulina, explicable porque su exposicién al componente ambiental ha sido mas alta
e incluye la acumulacion de grasa central y con ella, niveles altos de triglicéridos y LDL. Sus
complicaciones estan asociadas a la obesidad, por ejemplo, hipertension y riesgo cardiovascular
(Aguilar-Salinas et al.,, 2001;Aguilar-Salinas et al., 2002). En la muestra estudiada, un gran
porcentaje de pacientes estaban bajo tratamiento médico, de modo que algunas de las diferencias
fueron enmascaradas; sin embargo, pudimos observar que los pacientes de inicio tardio tuvieron
mayor circunferencia de cintura (reflejo de acumulacion de grasa central) y presion arterial (tabla
3.1).

2. Requerimientos de atencion médica

Los pacientes que acuden a instituciones hospitalarias para su control, lo hacen
fundamentalmente, porque ya han desarrollado complicaciones, tales como insuficiencia renal o

enfermedad cardiovascular. Al igual que los diabéticos de inicio temprano, la alteracion principal de
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los que requieren atencion médica mas especializada y urgente es la deficiencia grave de
secrecidn de insulina. En el grupo de diabéticos de poblacion abierta, no contamos con el calculo
de HOMA B como indicador de la secrecién de insulina; sin embargo, hay estudios que reportan
una disminucién significativa en el subgrupo de pacientes que acuden a un hospital (Aguilar-
Salinas et al., 2001;Aguilar-Salinas et al., 2002).

En comparacion con los diabéticos que no requieren atencibn médica tan especializada
(poblacién abierta), los captados a través de instituciones hospitalarias son personas con menor
circunferencia de cintura, presion arterial, glucosa, colesterol y triglicéridos (tabla 3.2). Es
interesante, que los pacientes de poblacion abierta presentaran niveles de glucosa mayores,
probablemente porque muchos de ellos no llevaban un tratamiento especial para su enfermedad e
incluso, el 35% no se sabian diabéticos. Lo anterior refuerza que no son pacientes con

complicaciones graves y, que es la exposicidon ambiental la que potencia su evolucion.

3. Estado de obesidad

La obesidad es una de las condiciones patolégicas que se asocian estrechamente con la DT2,
dado que provoca un aumento en su prevalencia. En los individuos normoglucémicos que
experimentan una ganancia de peso, se monta la respuesta compensatoria (aumento en la
secrecion de insulina), para contrarrestar la resistencia a la insulina asociada a la obesidad. Esta
involucra el uso preferencial de acidos grasos y se le ha llamado glucolipoadaptacion. Cuando la
compensacion es insuficiente y las células B no son capaces de seguir manteniendo una respuesta
secretoria suficiente, los niveles de glucosa se elevan tanto que se hacen evidentes los efectos
adversos de los acidos grasos (disminuye la secrecion de insulina, la expresion de su gen y la
masa B pancreatica). A esta fase de descompensacién se le llama glucolipotoxicidad. El deterioro

de la funcién 3 pancreética ira en aumento, si persiste la hiperglucemia (Poitout et al., 2009).

Como es de esperarse, los individuos normoglucémicos no obesos son los que presentan
las mejores cifras de funciénp pancreética y sensibilidad a la insulina. Segun como lo predice la
hipotesis de la glucolipotoxicidad, tanto en los normoglucémicos como en los diabéticos obesos se
observa una hipersecrecion de insulina ante una creciente resistencia a esta, provocada por la
elevada exposicion a los acidos grados. Vale la pena destacar que en los diabéticos no obesos la
alteracion principal es la disfuncion de las célulad mas que resistencia a la insulina, lo cual nos
permite pensar que los mecanismos por los que desarrollan la DT2 no son debidos a la

glucolipotoxicidad (tabla 3.3).

Al respecto, cabe mencionar que dentro de la regulacion de la homeostasis de la glucosa
participan varios mecanismos; entre los cuales podemos mencionar: 1) modulacion de la secrecion
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de la insulina por el sistema nervioso, a través del efecto de hormonas/neurotransmisores, como
norepinefrina y epinefrina; 2) regulacion autocrina por parte de la insulina y el factor de crecimiento
neuronal, secretados por las célulgsy 3) regulaei paracrina por parte del glucagon y

somatostatina, secretados por las células a y y de los islotes (Hiriart et al., 2008).

4.2. Diferencias genotipicas en los subgrupos de DT2

Para tener una comprension mas completa de cada subgrupo es necesario interpretar los datos
clinicos en conjunto con la informacién genética, ya que esta, representa la capacidad que tiene
cada individuo para mantener la normoglucemia adn cuando los factores ambientales sean
adversos. A la fecha, ya hay estudios donde se reportan genes que aumentan su efecto o
confieren susceptibilidad sélo en cierto grupo de diabéticos (Cauchi et al., 2008;Flavell et al.,
2005;Villarreal-Molina et al., 2008). Nuestros resultados demostraron que existen genes que
participan en la etiologia de la DT2 indistintamente a la edad de inicio de la enfermedad o el origen
de la muestra; sin embargo, para otros evidenciamos su asociacion s6lo en alguno de los

subgrupos.

En la poblacion mestiza mexicana, independientemente de las caracteristicas clinicas,
cuatro variantes alélicas estan asociadas a la DT2 en la poblacién total bajo modelos genéticos y
magnitudes diferentes (KCNJ11, rs5219; HHEX/IDE, rs1111875; CDKN2A/2B, rs10811661;
ARHGEF11, rs945508). El efecto de la Ultima es mayor entre individuos no obesos. La variante del
gen SLC30A8 (rs13266634) confiere riesgo sélo en diabéticos de inicio temprano. Ademas, tres
variantes mas, se asocian Unicamente a algin subgrupo de diabéticos (IGF2BP2, rs4402960 y
rs140579; CDC123/CAMKI1D, rs12779790) (tablas 3.5-3.8). Por otra parte, algunos genotipos
provocaron un aumento o disminucién en la magnitud de ciertos rasgos de interés para la
enfermedad y, es interesante que su efecto se observara primordialmente en determinados
subgrupos de DT2. Nuestros modelos demostraron que hay variables ambientales, como el IMC,

que modifican la magnitud del efecto del genaotipo.

1. KCNJ11 (rs5219)

Esta variante provoca un incremento de 1.33 veces el riesgo a desarrollar DT2, con un efecto
dosis-alelo dependiente. Esto es, un individuo con un alelo T tendr4d 20.33% mas riesgo de
desarrollar DT2 que un individuo con ninguno; pero si alguien posee dos alelos T tendra 40.66%

Mas riesgo.

El gen KCNJ11 es fundamental en la homeostasis de la glucosa, ya que codifica para una

de las dos subunidades que forman el canal de K* dependiente de ATP. En las célulgs, el
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aumento de ATP citosdlico provoca el cierre del canal y disminuye el eflujo de iones K*. Esto inicia
la despolarizacion del potencial de membrana, que continuara con la apertura de otros canales,
como los de Na' y los de Ca®* tipo T, dependientes de voltaje y, la subsecuente exocitosis de la
insulina (Hiriart et al., 2008). El alelo de riesgo T genera el cambio no sindnimo de aminoacidos
E23K y; como resultado, aumenta la actividad de canal (permite el paso de iones K+, lo que alenta
el proceso de despolarizacion o incluso, hiperpolariza a la célula) y, en consecuencia se disminuye
la secrecién de insulina. En condiciones de normoglucemia, poseer el alelo de riesgo cambia la
disponibilidad de sustratos porque se reduce la incorporacion de glucosa en musculo y tejido
adiposo pero mejora el suministro en tejidos como el cerebro; sin embargo, con una ingesta de
azlcares alta propia del estilo de vida occidental, o bien, con una resistencia a la insulina previa,

genera hiperglucemia (Riedel et al., 2005) (tablas 1.6-1.7).

Lo anterior explica por qué en los diabéticos de inicio temprano poseer el alelo de riesgo,
se asocié con un aumento de 19.62 mg/dL en los niveles plasmaticos de glucosa. En este mismo
grupo, también observamos que en los portadores del alelo K, la secrecién de insulina es menor.
La disfuncion B pancreatica es la principal caracteristica que define a dicho subgrupo, por lo que es
probable que estos individuos estén mas predispuestos genéticamente y, por tanto su mecanismo
de compensacion no es tan eficiente a comparacion de los diabéticos de inicio tardio. Por otra
parte, los acidos grasos circulantes también pueden unirse directamente al canal, aumentando aln
mas su actividad y efectos adversos (Wan et al., 2009). En los individuos obesos de este estudio,
el alelo K se asoci6 con una disminucion de 31.98 puntos porcentuales en la secrecién de insulina
y con un aumento de 24.55 mg/dL en los niveles de glucosa. Este efecto esta dado principalmente
por el grupo de casos, donde los niveles altos de glucosa propios de la enfermedad potencian la
glucolipotoxicidad (tabla 3.10, figura 3.1). Anteriormente, ya se habia reportado su asociacion con
un aumento en el IMC (Riedel et al., 2005) y con una disminucion en la secrecidn de insulina (Wan
et al., 2009).

2. HHEX/IDE (rs1111875)

Esta variante provoca un aumento de 1.63 veces el riesgo a desarrollar DT2 bajo un modelo
recesivo; es decir, cuando se poseen dos alelos de riesgo (T). De esta forma, tendra 31.42% mas

riesgo a desarrollar la enfermedad que un individuo con un alelo T o sin ninguno.

La regién génica que comprende este SNP incluye a los genes HHEX e IDE. El primero
codifica para un factor de transcripcién homeobox que regula el desarrollo embrionario de 6érganos
relevantes para la DT2, como el higado y el pancreas (Hunter et al., 2007); y el segundo codifica
para una metalopeptidasa dependiente de zn* gue degrada a la insulina intracelular, una vez que
ha producido su efecto (Pivovarova et al., 2009a) (tablas 1.6-1.7). Aln no es claro si esta variante

49



es la responsable del efecto y, en cual de los dos genes se ubicaria; sin embargo, nuestros
resultados se pueden explicar mejor por medio de la funcién de IDE.

En condiciones normoglucémicas, un aumento en la concentracion de insulina potencia la
actividad de la proteina IDE, lo que favorece la degradacién de la hormona. El alelo T podria
asociarse con una reduccion en la actividad enzimatica de IDE, haciendo que degrade la insulina
mas lentamente y, aumente su tiempo de accion (Pivovarova et al., 2009b). De ahi que se asocie a
una pequefa disminucion de 3.89 mg/dL en los niveles de glucosa en controles (tabla 3.11, figura
3.2). En contraste, se ha visto que en condiciones de hiperglucemia, tanto la glucosa como los
acidos grasos se unen directamente a IDE y disminuyen ain mas su actividad (Pivovarova et al.,
2009a). El ambiente hiperinsulinémico que se produce, puede regresar la concentracion de glucosa
a los niveles normales, pero eventualmente, provocara resistencia a la insulina y mayor secrecién
de esta. Esto explicaria porque los individuos obesos portadores del alelo de riesgo son mas
resistentes a la insulina y porque en los diabéticos, se observa un aumento en la secrecién a la

insulina.

Finalmente, el alelo T se asocié con una disminucién de 46.12 mg/dL en los niveles de
triglicéridos en el grupo de casos. Hay estudios que demuestran que la acumulacion de triglicéridos
puede proteger contra la lipotoxicidad, ya que esterifican acidos grasos evitando su transformacion
en otras moléculas, como el acetil-CoA, que son las que realmente ejercen los efectos adversos
(Listenberger et al., 2003). Es probable que dicho efecto de proteccién se haya anulado en los

pacientes diabéticos; o bien, que la disminucién se deba a la unién de los acidos grasos a IDE.

3. CDKN2A/2B (rs10811661)

Esta variante provoca un aumento de 1.46 veces el riesgo a desarrollar DT2, con un efecto dosis-
alelo dependiente. Esto es que, poseer un alelo T confiere 38.6% mas riesgo en comparacion con
no poseer ningun alelo de riesgo, pero un individuo con 2 alelos de riesgo tendra 77.2% mas

riesgo.

El SNP estd contenido dentro de la regién génica CDKN2A/2B que codifica para dos
proteinas supresoras de tumores que se unen e inhiben a las cinasas promotoras de la
proliferaciéon, CDK4 y 6. Cuando envejecemos, aumentan sus niveles de expresion y, en célulaB,
se traduce en una reduccién de la masa pancreatica y de secrecion de insulina (Dhawan et al.,
2009;Kim et al., 2006) (tablas 1.6-1.7). El alelo de riesgo T podria favorecer su expresion desde
edad joven, de modo que ante una pérdida importante de la masa3 pancreatica, las posibilidades

de reemplazo son bajas. En nuestra muestra no se evidencié ninguna asociacion del genotipo con
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la secrecion de insulina, so6lo una reduccion de esta en los diabéticos portadores del alelo de

riesgo, especialmente en los menores de 45 afos de edad (figura 3.3).

4. ARHGEF11 (rs945508)

Esta variante provoca un incremento de 1.89 veces el riesgo a desarrollar DT2 bajo un modelo
dominante; es decir, cuando se tiene ya sea uno o dos alelos de riesgo (C). Un individuo con algun
alelo C tendra 61.66% mas riesgo que un individuo que no tenga ninguno. Sin embargo, entre la
poblacion no obesa, provoca un incremento de 2.58 veces el riesgo a desarrollar DT2. Poseer uno

o0 dos alelos de riesgo les confiere 126.78% mas riesgo en comparacion con no poseer ninguno.

El gen ARHGEF11 codifica para un factor intercambiador de nuclettidos que interacciona
con GTPasas pequefias y funciona como interruptor molecular en rutas de sefializaciéon, como la
de la insulina. A la fecha s6lo hay tres reportes que lo relacionan con la DT2, pero sus resultados
son contrastantes: el alelo C confiere riesgo en poblacion mestiza mexicana y en alemana, pero
confiere proteccion en poblacion amish (grupo étnico descendiente de inmigrantes suizos,
asentados en EUA y Canada); mientras que el alelo T confiere riesgo en poblacidon pima (grupo
indigena asentado en Sonora y Arizona) (tabla 1.8). De forma similar el alelo T se asocié con
disminucioén en la incorporacion de la glucosa y su almacenamiento (Ma et al., 2007), pero también
el alelo C con aumento en los niveles plasmaticos de glucosa (Bottcher et al., 2008). En nuestra
poblacion, se asocié con una disminucion en los niveles de glucosa de 34.21 mg/dL en los
diabéticos, especialmente en aquellos de inicio temprano y en los que no son obesos (tabla 3.12,
figura 3.4).

Los resultados anteriores podrian sugerir que: 1) esta variante alélica no es la responsable
del efecto, sino alguna otra que se encuentre en LD con ella; o 2) sus efectos opuestos se deban a
la interacciébn de algun otro factor genético o ambiental. No obstante, hacen falta estudios
funcionales antes de hacer conclusiones al respecto. Aunque no se conoce su mecanismo de
accion, es probable que la via de secrecién de la insulina se vea afectada en los portadores del
alelo de riesgo. Al respecto, se ha reportado que los SNP que afectan la accién de la insulina se
asocian a la DT2 en sujetos obesos, mientras que los que modulan la funcmpancreatica se
asocian a la DT2 en no obesos (Cauchi et al., 2008). Aun cuando la variante no fuera la funcional,
no se descarta que este gen participe en la DT2 y, particularmente en la disfuncion de las células

B, lo cual explica porque su efecto fue mayor en diabéticos no obesos.
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5. SLC30A8 (rs13266634)

Esta variante provoca un incremento de 1.42 veces el riesgo a desarrollar DT2 en los individuos
diagnosticados antes de los 45 afios. El efecto es dosis-alelo dependiente. Un individuo con un
alelo C tendra 16.73% mas riesgo de desarrollar la enfermedad que un individuo sin ningun alelo,

pero un individuo con dos alelos C tendra 33.46% mas riesgo.

El gen SLC30A8 codifica para un transportador de Zn®* ubicado en la membrana de

vesiculas de insulina intracelulares en las célul@spancreiticas. El Zn 2

es esencial para la
formacion de los hexameros de insulina, asi como para su eficiente empaquetamiento y
almacenamiento, pero no modifica su procesamiento. Una disminucién en su expresion provoca
que el contenido intracelular de insulina sea insuficiente ante condiciones de hiperglucemia (Fu et
al., 2009;Lemaire et al., 2009). La variante se ha asociado con una disminucion de la secrecion de
insulina de primera fase (Boesgaard et al., 2008) y, su efecto es mayor en diabéticos no obesos
(Cauchi et al., 2008) (tablas 1.6-1.7). En este estudio, no se observé ninguna asociacion del alelo
de riesgo con rasgos bioquimicos de interés; sin embargo, la principal caracteristicas de los
diabéticos de inicio temprano es la disfufcifmancrética, mecanismo en el que esta

directamente involucrado este gen.
6. IGF2BP2 (rs4402960) y CDC123/CAMK1D (rs12779790)

Estos loci provocan un incremento de 1.56 y 1.60 veces el riesgo a desarrollar DT2,
respectivamente, en los individuos diabéticos captados de la poblacion abierta. El efecto de
rs4402960 se da cuando se tiene uno o dos alelos de riesgo, lo cual genera 51.15% mas riesgo en
comparacién a no poseer ninguno. Por su parte, el efecto de la variante rs12779790 es dosis-alelo
dependiente. Un individuo con un alelo tendra 53.91% mas riesgo que uno sin alelos y, un

individuo con dos alelos tendra 100% mas riesgo.

El gen IGF2BP2 codifica para una proteina regulatoria que se acopla al RNAm de IGF2 y
desacopla su traduccion. Este ultimo es un factor de crecimiento embrionario pero sus efectos se
extienden hasta la vida adulta; puede estimular respuestas metabdlicas similares a las de la
insulina al unirse a la isoforma del receptor de insulina tipo B (Chao et al., 2008). EI SNP podria
tener un efecto adverso cuando existe desnutricién fetal, de modo que afectaria el metabolismo de
la glucosa cuando se es adulto (van Hoek et al., 2009); ademas se ha visto que en los portadores
del alelo de riesgo disminuye la secrecion de insulina (Horikoshi et al., 2007). La regién génica
donde se encuentra el SNP rs12779790 incluye a los genes CDC123 y CAMKI1D. El primero
codifica a una proteina reguladora del ciclo celular necesaria para la entrada a la fase Sy, esta

controlada por deprivacion nutricional. El segundo codifica a una cinasa dependiente de ca*-
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calmodulina que regula la proliferacion celular, apoptosis y balance de energia. No se ha reportado
ninguna relacion directa del gen con la DT2, pero en los portadores del alelo de riesgo disminuye la
secrecion de insulina, asi como la respuesta a esta (Grarup et al., 2008) (tablas 1.6-1.7). Debido a
que no se contaban con los datos suficientes, en este estudio no se evidencié ninguna asociacién

de los genotipos con algin rasgo de interés para ninguna de las dos variantes.

Es importante recalcar que las magnitudes de los efectos que se reportan reflejan la
influencia del SNP en el riesgo que tiene un individuo para desarrollar DT2, pero no su impacto a
nivel poblacional. Esto es, un SNP que confiera un riesgo alto (OR>2), podria ser muy poco
frecuente en la poblacién de estudio y, por lo tanto, su efecto poblacional seria bajo. De tal forma
que el OR s6lo nos expresa la contribucion de una variante en el riesgo individual para desarrollar
una enfermedad, tomando en cuenta la diferencia de las frecuencias del alelo riesgo entre casos y
controles. Una alternativa es el célculo del Riesgo Atribuible Poblacional (RAP) que expresa la
contribucion de los casos portadores del alelo de riesgo, en la incidencia poblacional de la
enfermedad (Bodmer et al., 2008). En otras palabras, es la fraccién de casos que no existirian, si
nadie en la poblacidn tuviera el alelo de riesgo (Kraft et al., 2009). A diferencia del OR, toma en
cuenta las frecuencias alélicas de riesgo para calcular la proporcion de la incidencia de la
enfermedad que se debe al factor genético; e incluso puede calcularse un RAP multi-loci si se

incluye la informacién de méas de una variante.

No obstante, tanto el OR como el RAP no son predictores del efecto real de las variantes
alélicas puesto que consideran la existencia s6lo de algin gen y; en el caso del RAP multi-loci,
gueda la posibilidad de que haya otros que audn no han sido descubiertos. Ademas, tampoco
consideran que haya factores ambientales que puedan contribuir al riesgo de la enfermedad, ni que
haya interacciones génicas entre una o mas variantes alélicas que puedan aumentar el valor de

OR, como se comentara a continuacion.

4.2.1. Efecto conjunto de las variantes alélicas asociadas a DT2

Los efectos genotipicos de un alelo de riesgo pueden depender de factores ambientales
(interacciones gen-ambiente) y de variantes en otros loci (interacciones gen-gen) (Moore et al.,
2006). Dichas interacciones modifican la direccion y magnitud del efecto. Como ya se explicé,
nuestros resultados demostraron que el efecto de algunas de las variantes de riesgo es diferente
ante la exposicién de variables ambientales importantes, como la presencia o no de obesidad. Un
analisis posterior evidencié que también hay interacciones gen-gen. Entre las variantes que se
estudiaron en este trabajo, encontramos dos pares de ellas que interaccionan entre si. Ambas

fueron corroboradas mediante la aplicacion de dos herramientas de analisis (tabla 3.13).
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La primera se trata de ARHGEF11 (rs945508) —cuyo efecto individual se da en la poblacién
general y, es mayor en los individuos no obesos— y CDC123/CAMK1D (rs12779790) —que
individualmente participa en la predisposicién de poblacién abierta—. La interaccion de estas dos
variantes incrementa 1.69 veces el riesgo a desarrollar la DT2 independientemente de las
caracteristicas clinicas de la poblacion. La segunda se evidencié con las variantes HHEX/IDE
(rs1111875) —asociada individualmente en la poblacidn general- y ADAMTS9 (rs4607103) —que no
tuvo efecto ni en la poblacién total ni en ninguno de los subgrupos—. Esta interaccion disminuye
0.66 veces el riesgo a desarrollar la DT2. Es importante enfatizar el hecho de que algunas
variantes afectan individualmente sélo en ciertos subgrupos de diabéticos; incluso es posible que
no se observe asociacidon; aunque en interaccion con otros genes el riesgo que confieren en el
desarrollo a la DT2 se modifica.

De tres de dichas regiones génicas (ARHGEF11, CDC123/CAMK1D y ADAMTS9) hay
poca informacion sobre su posible mecanismo funcional;, de modo que dar una explicacion
bioldgica a estas interacciones aln no es posible (tablas 1.6-1.7). No obstante, refleja la

complejidad de la relacion entre todos los factores que participan en la etiologia de la enfermedad.

4.2.2. Relevancia de la carga alélica en el desarrollo de la DT2

La DT2 es una enfermedad poligénica, es decir, hay muchos genes que participan en su
desarrollo. A la fecha se ha comprobado la asociacién de al menos 18 variantes comunes con la
enfermedad (figura 1.4) y, un estudio en poblacién europea, calculé que tener el maximo nimero
de alelos de riesgo (carga alélica alta) aumenta 2.3 veces el riesgo a desarrollar DT2,
especialmente en los pacientes obesos y los de inicio temprano (Lango et al., 2008). Otro reporte,
demostré que poseer un numero alto de alelos de riesgo acelera la disfuncién 3 pancreética y que
el efecto es dependiente de la edad (Haupt et al., 2009).

Establecimos un nimero de 8 variantes alélicas como punto de corte para analizar el
efecto de poseer carga alélica alta, aun cuando el &rea bajo la curva ROC fue de 0.59. Otros
estudios han demostrado que aun usando las 18 variantes de riesgo hasta el momento
identificadas, dicha cifra no aumenta (AUC=0.60) (Lango et al., 2008). Esto significa que el
componente genético identificado hasta el momento so6lo explica una pequefia fraccion de la
heredabilidad de la DT2. Aunque a nivel poblacional, estas variantes no permiten discriminar entre
individuos que desarrollaran o no la DT2, si nos permite identificar subgrupos de la poblacion que

estan en mayor riesgo.

En concordancia con lo ya reportado, encontramos que los pacientes diabéticos tienen
mayor nimero de alelos de riesgo que las personas normoglucémicas, de tal forma, que sin
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importar las caracteristicas clinicas especiales de los pacientes, poseer 8 o mas alelos de riesgo
aumenta 1.67 veces mas el riesgo a desarrollar DT2. Esto es, un individuo con 8 o mas variantes
alélicas tiene 36.01% mas riesgo de enfermar que un individuo con menos de 8. Ademas, cuando
la carga genética es alta (mas de 8 variantes alélicas) el riesgo a desarrollar la enfermedad
aumenta 21.87% por cada de 5 kg/m® mas de IMC; en cambio, el riesgo aumenta 16.14% por

cuando se es 10 afios de edad mas joven.

En nuestra poblacién, pudimos identificar que: 1) la edad de diagnéstico, la procedencia de
los sujetos y su estado de obesidad son variables que clasifican a la poblacién diabética en
subgrupos, los cuales presentan diferencias fenotipicas y genotipicas; 2) las condiciones
ambientales pueden interaccionar con el factor genético y modular su efecto y 3) la carga génica es
un factor determinante para la predisposicion que tiene un individuo a desarrollar DT2.
Adicionalmente, encontramos que hay algunos subgrupos de pacientes donde la carga alélica
juega un papel mas importante, puesto que es mayor la probabilidad de desarrollar DT2 (no
obesos, poblacién abierta y en menor medida inicio tardio), mientas que en otros grupos la

influencia es menor (figura 3.6, tabla 3.14).

Como ya se menciono, el aumento en el IMC incrementa el riesgo de desarrollar DT2; sin
embargo, muchos diabéticos son no obesos y padecen incluso, una forma mas severa. En estos
pacientes, la exposicion ambiental (p.ej. niveles altos de acidos grasos libres circulantes) no es tan
alta, pero la carga genética si lo es y, es lo que potencia su evolucion a la enfermedad adn cuando
parecieran individuos con bajo riesgo. Tener 8 0 mas variantes alélicas en el grupo de diabéticos
no obesos incrementa 1.89 veces el riesgo a desarrollar DT2; es decir, la probabilidad aumenta
47.63%. En contraste, cuando se es obeso, la magnitud de riesgo que confiere tener muchas
variantes no se modifica, probablemente porque los efectos de glucolipotoxicidad son tan altos que

aln con poca carga genética la evolucion a la enfermedad es mas rapida.

Ahora bien, observamos que los pacientes captados de poblacién abierta en general no
son casos graves y, por tanto, no buscan atencién médica especializada para su control. Ademas,
que tienen perfiles lipidicos adversos, siendo su principal alteracion la resistencia a la insulina; pero
que puede seguir siendo compensada porque su funciénf pancreédtica aun es suficiente. En caso
de que el componente genético sea alto, las probabilidades de convertirse en individuos diabéticos
aumentan. Vale la pena recordar que la mayoria las variantes alélicas identificadas hasta el
momento se relacionan con disfuncién de las células 3 (tabla 1.6). De tal forma que tener 8 o mas,
aumenta 2.05 veces el riesgo a desarrollar DT2. Esto es 101.7% mas probabilidad que un individuo
con carga alélica baja. Es probable que los diabéticos que acuden a instituciones hospitalarias de
tercer nivel porgue ya han desarrollado complicaciones, tengan una estructura genética tal que aun

con pocas variantes de riesgo, su funcién pancreética es casi nula.
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Por Gltimo, se sabe que entre mas edad tenga un individuo, mas probabilidades tiene de
desarrollar DT2; dado que ha estado méas expuesto a condiciones ambientales adversas y, como
parte de un proceso normal de envejecimiento, se pierde masa y funcifinpancreatica. Asi, un
aumento en la carga alélica eleva las probabilidades de que aln cuando se es joven, pueda
desarrollarse la DT2. Sin embargo, encontramos que en los pacientes de inicio tardio, el efecto de
la carga alélica es ligeramente mayor: 1.69 veces mas, en comparacion con 1.58 veces en los de
inicio temprano. De acuerdo con el resto de los resultados, es posible que este (ltimo grupo tenga
mayor frecuencia de variantes directamente asociadas con la disfurftifmancreitica (p.ej.
SLC30A8, rs13266634), razén por la cual evolucionan mas rapido aun cuando no tengan una
coleccion tan amplia de variantes de riesgo como los de inicio tardio. Las diferencias fenotipicas
apoyan esta idea dado que los diabéticos de inicio temprano tienen una disminucién severa en la
secrecion de insulina, mientras que los de inicio tardio tienen como principal alteraciéon la

resistencia a la insulina.

Ya se ha mencionado que el OR puede sobreestimar la capacidad de los marcadores para
predecir el riesgo a la enfermedad; sin embargo, la formacion de perfiles genéticos basados en
conjuntos de marcadores es util para identificar subgrupos con grandes diferencias en el riesgo
gue tienen a desarrollar DT2. El propésito final de estos perfiles es de uso clinico, por ejemplo:
establecer cambios en el estilo de vida o intervencion médica oportuna para reducir el riesgo a
desarrollar la enfermedad. AUn es necesario identificar nuevos marcadores genéticos asociados,
asi como el establecimiento de perfiles multi-loci en muestras independientes como pasos
fundamentales para entender con claridad los mecanismos por los que la DT2 se desarrolla en

diferentes grupos de individuos y que no se evidencian cuando se estudia la muestra total.
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DIABETES TIPO 2

' Tardio
Temprano f

No obesgs ‘
f Obesos

‘ Abierta
Hospital f

ARHGEF11
HHEXAD
CDC123/CAMK1D-
IGF2BP2
CDKN2A/2B
General
SLC30A8 Abiarks
KCNJ11 Temprano
No obesos
10 15 20 25 30

OR

Figura 4.1. Influencia de siete variantes alélicas comunes en la
DT2 y sus subgrupos, en poblacion mestiza mexicana. a) Existen
ciertas condiciones que provocan resistencia a la insulina (obesidad,
desnutricion fetal, envejecimiento). Esta es inicialmente compensada
por el organismo; sin embargo, en las personas que estan
predispuestas genéticamente, la secrecion de la insulina no es
suficiente para contrarrestarla y se produce hiperglucemia. La
evolucién de cada paciente es diferente, pero es posible identificar
subgrupos que comparten caracteristicas clinicas y genéticas. Por
ejemplo, los diabéticos de inicio temprano, los no obesos y los
procedentes de hospital tienen como principal caracteristica una
disminucion severa en la secrecion de insulina, mientras que en los de
inicio tardio, los obesos y los de poblacion abierta, la principal
alteracion es la resistencia a la insulina. Ademas, tener carga alélica
alta es determinante en la evoluciéon a DT2 en los diabéticos de inicio
tardio, los no obesos y los de poblacion abierta. b) Algunas variantes
confieren riesgo a la DT2 indistintamente de las caracteristicas clinicas,
pero el efecto de otras se da sélo en algin subgrupo. Ademas, el
riesgo con el cual contribuyen es relativamente modesto. Todos los
genes asociados se expresan en la célulg y su efecto puede estar
modulado por el ambiente o por interacciones con otros genes.
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4.3. Influencia de la DT2 en la predisposicién a DG

Siendo el componente genético un factor tan importante en la predisposicién a la DT2 es posible
que existan muchas personas en riesgo latente de que exista un reto ambiental lo suficientemente
fuerte como para causar una descompensacion vy, finalmente la aparicion de la enfermedad. En
funcion a esto, se ha propuesto que la DG podria ser un estado pre-diabético y que la resistencia a
la insulina (caracteristica normal del embarazo) se suma a las alteraciones que ya de por si habian
desarrollado y a la predisposicion genética que posean, siendo la gestacion el factor decisivo en el
desarrollo de la hiperglucemia. La predisposicion genética determina la capacidad que tiene un
individuo de mantener la normoglucemia ain cuando los retos ambientales sean fuertes; asi que el
componente genético de estas mujeres deberia ser alto (como en los diabéticos de inicio

temprano) para perder la capacidad de compensacién ain cuando son jévenes.

El problema radica en distinguir si ese componente genético es el mismo que para la DT2 o
si los mecanismos biolégicos que confieren la susceptibilidad son diferentes. Por ello, una de las
mayores complicaciones en el estudio de la DG es la dificultad para discriminar entre la DT2 y la
DG. Pocas mujeres llevan un control glucémico previo al embarazo, asi que es muy probable que
muchas ya sean resistentes a la insulina, prediabéticas o incluso ya sean diabéticas. Si el
componente genético fuera el mismo, ¢qué determina que haya mujeres con carga alélica alta y
recuperen la normoglucemia al terminar el embarazo? Esto ha sugerido que los mecanismos por
los que se genera la hiperglucemia en la DG no son los mismos a los de la DT2, sino que podrian
estar relacionados con cambios y adaptaciones maternas al embarazo, p.ej.: produccion de

hormonas.

La muestra analizada presentd diferencias claras entre las mujeres con y sin DG (tabla
3.15), de acuerdo con lo ya reportado (Buchanan et al., 2007;Vambergue et al., 2002). No
obstante, en la exploracién de las variantes alélicas que resultaron asociadas en la muestra de
DT2 (excepto THADA, rs7578597) observamos que las mujeres con embarazos normoglucémicos
tenian frecuencias del alelo de riesgo similares o con tendencia a aumentar con respecto a las de
las mujeres con DG (s6lo la variante del gen HHEX/IDE, rs1111875 alcanzé significancia
estadistica). Al comparar la muestra de DG con mujeres de la muestra de DT2 encontramos que
las frecuencias alélicas entre las mujeres con DT2 y DG son similares. Esto Gltimo, apoyaba la idea
de que ambas enfermedades podian compartir el mismo fondo genético; sin embargo, las mujeres
sin DG tenian las frecuencias més altas (tabla 3.16). Vale la pena mencionar que dado que la edad
es un factor de riesgo para desarrollar DT2 y, encontramos que el componente genético no es el
mismo en casos jovenes, utilizamos so6lo mujeres con el mismo rango de edad que la muestra de

DG en las comparaciones.
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Si es que el componente genético era el mismo en DT2 y DG, cabia la posibilidad de que el
grupo de controles de DG tuviera mas antecedentes familiares de DT2 que los casos; pero una de
las observaciones interesantes fue que no hubo diferencias en esta variable entre ambos grupos,
de modo que la existencia de un sesgo en la poblacion quedd descartada. Esto no significa que la
carga genética heredada no influyera en las frecuencias alélicas, puesto que para la mayoria de las
variables si disminuyeron en las mujeres sin antecedentes tanto en casos como en controles. El
namero de mujeres sin antecedentes de DT2 es muy bajo, lo que complica la comparacion
adecuada con el grupo contrario sobre todo en las variantes cuya frecuencia del alelo de riesgo es
muy alta (rs10811661 y rs7578597).

Pese a lo anterior, las frecuencias de los alelos de riesgo se mantuvieron mas altas o
iguales en el grupo de controles, especialmente en los que tienen antecedentes de DT2. Esto
sugiere que la carga genética para la DT2, si puede influir en el desarrollo de la DG; pero
adicionalmente, la DG debe tener su propio componente genético. Otro punto a favor de esta idea
es que aln estratificando la muestra por antecedentes familiares de DT2, ambos grupos siguen
manteniendo diferencias en las mismas variables y son de la misma magnitud. So6lo destaca en el
grupo con antecedentes, que los casos terminan el embarazo con un peor estado glucémico,

atribuible a la carga genética adicional de DT2.

La evidencia publicada indicaba que las variantes alélicas que confieren riesgo a DT2
podian estar asociadas también con la DG (Cho et al., 2009;Lauenborg et al., 2009;Shaat et al.,
2005). Al respecto encontramos que ninguna de las cuatro variantes estudiadas que se asociaron a
la DT2 en nuestra poblacion confiere riesgo a DG, por el contario una de ellas (KCNJ11, rs5219)
parece conferir proteccion, alcanzando Unicamente la significancia si se consideran casos y
controles con antecedentes familiares de DT2. No tenemos explicacion bioldégica para estos
resultados, pero es posible que exista interaccién con algin otro gen que participe en la DG, que
en interaccién con el ambiente impuesto por el embarazo sea benéfico, o incluso, que haya

variantes alélicas que confieran proteccion.

Finalmente, pensamos que aunque no se hubieran obtenido resultados significativos en las
asociaciones, la distribucion de las cargas alélicas nos podian informar sobre la relevancia del
componente genético de la DT2 en la DG. El nimero de variantes estudiadas fue mucho menor a
las de la muestra de DT2; sin embargo, la carga genética tampoco explico la susceptibilidad a la
DG. De hecho, la frecuencia de mujeres con mas de alelos de riesgo aumenta en los controles de
DG con respecto a su grupo de casos y; sucede lo contrario en la muestra de mujeres con DT2.
Ademas, poseer antecedentes familiares o no de DT2, no modificé el patrén de distribuciones
(figura 3.6). Tal parece que la carga alélica de la DT2 no es relevante en el desarrollo de la DG, al
menos tomando en cuenta las 4 variantes que si se asociaron a la DT2 en nuestra poblacion.
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A diferencia de los estudios de DT2, los reportes de DG son dificilmente comparables,
debido a que: 1) los métodos de diagnéstico de la DG son diferentes; 2) las semanas de gestacién
en que se hizo el diagnéstico son diferentes y 3) los grupos controles no corresponden a un disefio
caso-control (uno considera a hombres y mujeres normoglucémicos mayores de 60 afios sin
antecedentes familiares de DT2, mientras que otro considera mujeres normoglucémicas no
embarazadas de edad media) (Cho et al., 2009;Lauenborg et al., 2009). En tales condiciones, es
probable que los datos reportados no reflejen el riesgo que confieren dichas variantes alélicas a
desarrollar DG, sino el riesgo a la DT2 dado por la carga alélica alta. De hecho, siguiendo ese
mismo esquema, utilizamos a las mujeres controles de la muestra de DT2 (normoglucémicas
mayores de 45 afios sin antecedentes familiares de DT2) y encontramos que la variante del gen

KCNJ11 (rs5219) provoca un aumento de 1.91 veces el riesgo de desarrollar DG.

Como puede observarse el estudio genético de la DG es aun muy preliminar vy, la
estructura genética de nuestra poblacion lo hace ain mas complicado. Estudiar s6lo a mujeres con
DG sin antecedentes familiares de DT2 no reflejaria el panorama real de nuestra poblacion, donde
la prevalencia de esta Ultima es tan alta que encontrar mujeres embarazadas sin antecedentes de
DT2 y que ademas se tenga la certeza de que mantendran la normoglucemia el resto de su vida,
es metodolégicamente complicado.
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5. CONCLUSIONES

La realizacién de esta investigacion permitié derivar las siguientes conclusiones:

e Es posible identificar subgrupos de pacientes de DT2, distinguibles tanto por sus
caracteristicas clinicas (fenotipo) como por sus caracteristicas genéticas (genotipo).

e Las variantes alélicas comunes tienen un efecto relativamente modesto en la
susceptibilidad a desarrollar DT2 en la poblacion mestiza mexicana.

e Cuatro variantes alélicas que se han corroborado como participantes del componente
genético de la DT2 en poblaciones europeas y asiaticas se asociaron en la poblacién
mestiza mexicana en general: KCNJ11 (rs5219), HHEX/IDE (rs1111875), CDKN2A/2B
(rs10811661), ARHGEF11 (rs945508).

e Elriesgo que confiere el gen ARHGEF11 (rs945508) es mayor en los pacientes diabéticos
no obesos.

e Tres variantes alélicas confieren riesgo s6lo en algunos subgrupos de DT2: SLC30A8
(rs13266623) en pacientes diabéticos de inicio temprano, mientras que IGF2BP2
(rs4402960) y CDC123/CAMKI1D (rs12779790) en pacientes diabéticos captados de
poblacion abierta.

e Algunas de estas variantes alélicas ejercen efectos sobre rasgos propios de la
enfermedad.

e Existen interacciones génicas entre pares de variantes que pueden modular el efecto
individual de éstas.

e La carga alélica es fundamental en la predisposicion de un individuo para desarrollar la
enfermedad, pero la magnitud con la cual influye no es la misma en todos los subgrupos de
DT2.

e La mayor proporcién de los pacientes diabéticos no obesos, los captados de poblacion
abierta y los de inicio tardio tienen mayor numero de variantes alélicas.

e En poblaciébn mestiza mexicana, las variantes alélicas de riesgo para DT2 (KCNJ11,
rs5219; SLC30A8, rs13266634; HHEX/IDE, rs1111875; CDKN2A/2B, rs10811661) no lo
son para DG.

e Tener carga alélica para la DT2 no confiere riesgo a desarrollar DG, pero si puede tener un

efecto adicional adverso en el estado glucémico postparto.
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6. PERSPECTIVAS

Los avances en la identificacion de los genes implicados en la DT2 han sido muy lentos y, aunque
los estudios mas recientes (GWAS) han arrojado mucha informacion, se han enfocado en el
analisis de distintas poblaciones caucéasicas. La realizacién del presente trabajo evidencié que
pocas de las variantes alélicas comunes confieren riesgo en la poblacion mestiza mexicana y; dado
gue su contribucidn no es alta, resalta la necesidad de identificar variantes especificas de nuestra
poblacion, cuyo efecto pudiera ser mayor. Debido a que los GWAS se realizan empleando chips de
DNA predisefiados con informacion procedente del HapMap, la cual es europea, no seria util
aplicarlos en nuestra poblacién, puesto que no arrojarian informacion sobre el componente

amerindio.

Una estrategia que nos permitiria identificar genes propios de la poblacién mexicana es el
mapeo por ligamiento de admixture (MALD, Mapping by Admixture Linkage Disequilibrium). El
admixture o mezcla es la generacién de segmentos cromosémicos originarios de una u otra
poblacion parental, siendo posible saber de cudl proceden mediante el uso de marcadores. El
MALD utiliza dicha mezcla para detectar variantes asociadas a una enfermedad si sus frecuencias
son diferentes entre las poblaciones parentales. La idea general es buscar a lo largo del genoma
de individuos afectados, regiones con alta representatividad de segmentos cromosdmicos
procedentes de la poblacién parental con la mayor prevalencia de la enfermedad, bajo la premisa
de que incluiran los alelos de riesgo (Darvasi et al., 2005;Smith et al., 2005).

No obstante, no todas las poblaciones ni enfermedades rednen los requisitos para ser
analizadas mediante MALD, por ejemplo, la razén riesgo-etnicidad (conferida por una poblacion
parental con respecto a la otra), o bien, las caracteristicas de admixture (flujo génico y nimero de
generaciones) (Seldin, 2007). La poblacion mestiza mexicana se origind de la mezcla de ancestria
europea, amerindia y africana (50%, 45% y 5%, respectivamente) hace 8.8+1.2 generaciones
(Price et al., 2007) y la prevalencia de la DT2 en poblacion amerindia es mucho mayor que en la
caucésica, lo cual es apropiado para el andlisis. Ademas, este tipo de andlisis resulta mucho mas
accesible econémicamente, pues a diferencia de los GWAS se requieren cientos de veces menos
marcadores (2000-3000), siempre y cuando sus frecuencias alélicas sean muy diferentes entre las

poblaciones parentales (Smith et al., 2005).

Por otro lado, el estudio de diferentes subgrupos de pacientes diabéticos nos permitié
evidenciar la heterogeneidad de la enfermedad. Con nuestros resultados y la evidencia antes
publicada podemos concluir que en nuestra poblacién la DT2 representa un conjunto de
padecimientos con diferencias fisiolégicas y genéticas, por lo que es fundamental abundar en su

estudio, puesto que dichas diferencias son las que determinan la susceptibilidad. La posibilidad de
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entender los mecanismos fisiolégicos que subyacen cada subgrupo de DT2 permitira identificar a
los individuos cuya susceptibilidad esta primordialmente dada por la carga genética, o bien, es el
factor ambiental el que potencia la evolucion de la enfermedad y, eventualmente, tendria

implicaciones importantes en la profilaxis y tratamiento mas especializado.

La biologia de sistemas ofrece una alternativa para entender los mecanismos funcionales
mediante los cuales ejercen su efecto las variantes alélicas e incluso es posible explorarlos bajo
diferentes condiciones ambientales. Su propdsito es construir redes de genes, proteinas o
metabolitos que actlan juntos en un propésito comun, ademas de identificar aquellos que estan
involucrados directamente con una enfermedad (Lusis, 2006). Se pueden realizar tanto en modelos
murinos como en lineas celulares, por lo que permiten la manipulacion de las condiciones
externas. Ademas, puede involucrar mutaciones dirigidas que esclarezcan el efecto bioldgico

funcional de las variantes alélicas ya identificadas.

Finalmente, ninguna de las cuatro variantes alélicas que se asociaron a la DT2, replicaron
en la muestra de DG. De hecho, las frecuencias de los alelos de riesgo fueron mayores o muy
similares en los controles. Una variable importante fue la posesion de antecedentes familiares de
DT2, mas que por la carga genética, por el efecto sinérgico que tenga con el componente genético
de la DG. Sin embargo, excluir a las pacientes con antecedentes no reflejaria la verdadera
situacién de la poblacién mestiza mexicana. Aun cuando no se considere como variable de
exclusion, los estudios de asociacion de disefio caso-control resultan casi imposibles de realizar

para esta enfermedad dada la dificultad para reunir las muestras suficientes

Una de las ventajas del MALD es la posibilidad de estudiar sélo individuos afectados,
aungue se pueden usar controles para asegurar que las desviaciones de ancestria s6lo ocurren en
casos y no en controles (Smith et al., 2005). Esta opcién permitiria identificar los genes asociados a
la DG sin la complicacion de encontrar controles ideales. Dadas las cifras de prevalencia de ambas
enfermedades, su crecimiento tan acelerado y las cifras de costos totales por la atencién médica,
es preciso hacer uso de estrategias multidisciplinarias de modo que se obtenga el mayor
conocimiento posible y, en el plazo més corto, puedan establecerse programas de prevencion y

control méas efectivos.
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GLOSARIO

Curva ROC (Receiver Operating Characteristic): es una representacion gréfica de la sensibilidad
(verdaderos positivos/enfermos) frente a 1-especificidad (falsos positivos) y, sirve para determinar
un resultado positivo 0 negativo de una prueba. El area bajo la curva ROC provee una medida de
la habilidad discriminativa de un modelo logistico. Si el area = 0.5, el modelo no es discriminativo;
si 0.5 < area < 0.7, el modelo tiene una pobre discriminacion; si 0.7 < area < 0.8, el modelo tiene
una discriminacion aceptable; si 0.8 < area < 0.9, el modelo tiene una discriminacion excelente y; si

el area =2 0.9, el modelo tiene una discriminacién excepcional.

Desequilibrio de ligamiento (LD, Linkage Disequilibrium): es la asociacion no al azar entre alelos
ubicados en diferentes loci en una poblacién debido a su tendencia a ser coheredados, como
resultado de una baja recombinacién entre ellos. Se dice que hay desequilibrio de ligamiento
cuando dos alelos se encuentran juntos mas frecuentemente de lo que ocurriria si segregaran al
azar. Hay varias medidas que permiten evaluar el LD. Por ejemplo, la r* es el cuadrado de la
correlacién entre los dos loci. Una r* de 1 indica un desequilibrio de ligamiento perfecto; esto es, los

alelos no han sido separados por la segregacion y tienen la misma frecuencia.

Equilibrio de Hardy-Weinberg: se deriva del principio de Hardy-Weinberg, el cual postula que la
proporcién de cada genotipo en una siguiente generacion es: AA = p?, Aa = 2pq,aa = q%. Si las
proporciones genotipicas en la generacion subsecuente se calculan de dicha forma y no hay
diferencias significativas con respecto a las parentales, se dice que no esta ocurriendo evolucion
(no hay cambios en las frecuencias alélicas) y, que la poblaciéon esta en equilibrio de Hardy-
Weinberg. En caso de que no se cumpla, se sospecha que algun factor que cambie las frecuencias

esta operando en la poblacion; por ejemplo, seleccién, mutacion o migracién.

HapMap: es un catalogo de variantes genéticas comunes que estan presentes en el genoma de
los humanos. Hace una descripcién de cuales son las variantes, su posicion en el DNA y su
frecuencia en diferentes poblaciones del mundo. A partir de dicho catalogo se ha desarrollado un
proyecto internacional cuyo propésito es comparar las secuencias genéticas de diferentes
individuos para identificar regiones cromosémicas donde se comparten variantes genéticas. La
informacion obtenida es publica y pretende ayudar a identificar genes involucrados en
enfermedades, asi como en las respuestas individuales a medicamentos y factores ambientales.
Considera informacién genética de poblaciones con ancestria africana, asiatica y europea. Este
proyecto es una colaboracion entre cientificos de Japon, Inglaterra, Canada, China, Nigeria y los
Estados Unidos.
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Poder estadistico: es la probabilidad de que se rechazara la hipotesis nula de una prueba cuando
ésta es falsa (Poder = 1 — B). B es la probabilidad de cometer error tipo Il; esto es, no rechazar una

hipétesis nula falsa y, depende de varios factores, por ejemplo, el tamafio de la muestra.

Prevalencia de una enfermedad: es la proporcion de individuos que presentan una enfermedad
(casos) en una poblacién y en un determinado momento.

Prevalencia = nUmero de casos existentes/nUmero total de individuos en la poblacion.

Probabilidad de riesgo: proporciona una estimacion del riesgo de que suceda un evento en

presencia de una exposicion. Es una transformacién del OR a partir de la férmula:

Probabilidad = % En caso de que el OR=1, la probabilidad es del 50%; es decir, existen las

mismas posibilidades de que el evento ocurra estando o no la variable de exposicion.

Razén de momios (OR, Odds Ratio): es una medida del tamafio del efecto, ampliamente utilizada

en los estudios epidemiolégicos. Es el cociente entre la probabilidad de que un evento suceda y la

a/c

probabilidad de que no suceda. (OR =

donde a = casos expuestos,b = controles expuestos,

¢ = casos no expuestos,d = controles no expuestos). Si el OR=1, significa que la cantidad de
veces gque un evento ocurra ante la presencia de la variable de exposicidn sera la misma a la
cantidad que ocurra cuando no esté presente. Si el OR=2.5, significa que ante la exposicion, el

evento aparecera 2.5 veces mas que en ausencia de la exposicion.

Tasa de genotipificacion: cuando una prueba de genotipificacion no pasa en puntaje de
deteccidn, se considera como no vdlida. La tasa de genotipificacion global de una muestra es el
porcentaje del nimero de muestras con una genotipificacion considerada valida, con respecto al

namero de muestras totales analizadas.
Variable confusora: es una variable que se asocia causalmente con el desenlace (enfermedad) y

puede estar asociada causalmente o con la exposicidn, pero no es una variable intermediaria en el

camino causal entre la exposicion y el desenlace.
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APENDICE |. Cuestionarios y hojas de consentimientos

I.1. Muestra de DT2

INVESTIGACION GENOMICA EN DIABETES MELLITUS TIPO 2 EN UNA MUESTRA DE LA

POBLACION MEXICANA

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Nombre: Fecha: Registro:
Direccion: Teléfono: Edad: Sexo:
Ocupacion: Fecha nacimiento: Edad dx DT2:
ANTEDECENTES FAMILIARES
Diabetes: [ SI NO | Tipo: | DM1 DM2 MODY | HTA: [SI NO | Cardiopatia Isquémica: | SI NO
Enfermedad Vascular Cerebral: SI NO Pancreatitis: SI NO
ANTECEDENTES PERSONALES
Tabaquismo: SI_NO Alcoholismo: | SI NO HTA: | sI_ NO TX: SI_NO
IECA B-bloqueador | Ca-antagonista | Diurético a-bloqueador ATI
Tx hormonal: SI NO Tipo Pancreatitis: | SI NO Tipo:
Cardiopatia SI NO TX: Bypass SI NO
Isquémica: coronario:
Cx carotidea: SI_NO EVC: | SI NO EVP: | sI_ NO Cirugias: SI_NO
HiperCT___ | HiperTG___ | Hipoalipoproteinemia Dislip.mixta DisBlipoprotei
Transplante renal: SI NO | Hipotiroidismo: SI NO TX:
Colestasis: SI NO Tx: | Colagenopatia: | SI NO Cirrosis: | SI_NO
Nefropatia: SI NO Tipo: Grado:
Retinopatia: SI NO Neuropatia: SI NO Acantosis: SI NO | Xantomas: | SI NO
Enfermedades autoinmunes: SI NO Cual:
Glucemia promedio durante el dltimo afio:
Tratamiento actual de la DT2 (farmaco y dosis):
Hospitalizaciones previas relacionadas a la diabetes:
Infecciones previas (severidad, localizacion, fecha):
Se encuentra en descontrol metab6lico: NO Sl
Causas atribuibles:
Falta de adherencia al tratamiento farmacol6gico SI NO
Falta de adherencia al programa de alimentacion SI NO
Problemas familiares o personales SI NO

Otras causas (describir):

Hipertension arterial: SI NO | Edad al dx:

Tratamiento (fecha, dosis):

TA promedio en los Gltimos meses:

| Albuminuria o | Edad al dx:
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microalbuminuria: SI NO Tratamiento (fecha, dosis):

Creatinina >2mg/dL: SI' NO  Fecha:

Dislipidemia:

Alguna vez se le han medido las concentraciones de:

Colesterol SI | NO | Fecha:

Triglicéridos SI | NO | Fecha:

Colesterol HDL | SI | NO | Fecha:

Recibe algan tratamiento hipolipomiante: SI  NO Cual:

Obesidad: SI NO Peso maximo: Edad a la que lo presentd:

Evolucién peso Gltimo afo:

Ha recibido tx para perder peso: SI NO Cual:

Evaluacion de la actividad fisica

Préactica algun ejercicio: SI NO Cual:

Duracion: Veces/sem: Horario:

Medio transporte habitual: Hrs que ve TV:
Ocupacion: Mins que camina/dia:

Exploracion fisica:

Peso: Talla: C.Cintura: | C.Cadera:
TA Sistdlica: TA diastdlica: FC:94

Otros farmacos que recibe en el momento actual:

Farmaco: Dosis: Indicacion:
Laboratorios al diagndstico:

Gluc: Col-T: TG: | LDL:

HDL: ApoB: LipoA:

Anormalidades en el examen general de orina:

Microalbuminuria:

Anormalidades en el electrocardiograma:

TSH:

Evaluacion oftalmologica (fecha, resultados):

Lugar de origen;

Paciente: Madre: Padre:

Abuelo paterno: Abuela paterna: Abuelo materno:

Abuela materna:

Datos socioeconémicos:

Ingreso mensual: Tipo de vivienda: propia, rentada, compartida

Gastos por pago de servicios

Gastos en alimentacion: Modo de transporte

habitual:

No. de dependientes:

Escolaridad:
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Hoja de consentimiento informado del paciente

Evaluacion de polimorfismos de riesgo para la diabetes tipo 2 en pacientes mexicanos.

INTRODUCCION: La siguiente informacion describe el protocolo y su papel como participante. El investigador
contestara cualquier pregunta sobre ésta forma o el estudio.

PROPOSITO DEL ESTUDIO: El propésito del estudio es estudiar los defectos genéticos asociados a la diabetes tipo
2.

PROCEDIMIENTOS A SEGUIR: Usted ha sido invitado a participar en el estudio debido a que ha sido
recientemente diagnosticado con diabetes tipo 2. Su participacién solo requiere de la toma de una muestra de sangre
(40 mL) y del llenado de un cuestionario para evaluar su historia médica.

MOLESTIAS POR SU PARTICIPACION: Se obtendra una muestra de sangre. La cantidad total de sangre obtenida
no implica riesgos para su salud. El estudio no modificara su tratamiento.

BENEFICIO PARA LOS PARTICIPANTES: Los resultados aportaran informacién nueva e importante sobre las
causas genéticas para el desarrollo de la diabetes tipo 2 en pacientes mexicanos. El participante no obtendra un
beneficio directo. Los exdmenes genéticos no tendrén costo para usted. Dada la duracion del estudio, si en el futuro
surgieran nuevos datos que pudieran beneficiarlo, los investigadores haremos lo posible por comunicéarselo.

CONFIDENCIALIDAD: Los datos obtenidos de su persona son absolutamente confidenciales, no pueden ser
utilizados con otro fin. Usted serd informado de cualquier hallazgo obtenido en esta investigacion. El DNA obtenido
serd empleado para el estudio de genes que potencialmente participan en diabetes y en la génesis de las
complicaciones cronicas de esta. La informacién derivada del estudio no serd incorporada a su expediente clinico.

PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Yo declaro libre y voluntariamente que acepto
participar en este estudio. Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente investigacién en el
momento que lo desee. También puedo solicitar informacion adicional acerca de los riesgos y beneficios de mi
participacion en el estudio. En caso de que decidiera retirarme, la atencién que recibo como paciente no se vera
afectada. Recibiré, si asi lo solicito, los resultados de mi participacion. Debo informar, tan pronto como sea posible, a
los investigadores, de cualquier cambio importante que ocurra en mi estado de salud o cambio de domicilio. Las
muestras obtenidas s6lo podran ser utilizadas para los fines de este estudio.

He comprendido el contenido de esta carta de consentimiento, mis dudas han sido resueltas y voluntariamente acepto
participar en este estudio:

Firma del paciente y fecha Firma del investigador y fecha

Firma del testigo 1, parentesco y fecha Firma del testigo 2, parentesco y fecha
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1.2. Muestra de DG

INVESTIGACION GENOMICA EN DIABETES MELLITUS GESTACIONAL EN UNA MUESTRA DE LA

POBLACION MEXICANA

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

INSTRUCCIONES: No se deberan recolectar datos o muestras antes de la firma del consentimiento
informado. Sélo llenar con datos reales y confirmados, en caso de haber duda, anotarla en el area de observaciones.

DATOS GENERALES
FECHA DE LLENADO DEL CUESTIONARIO: /
NOMBRE: EDAD: EXP:
DOMICILIO: C.P.:
TELEFONO (S): EDO. DE ORIGEN: CLINICA:
FECHA DE NACIMIENTO: / / DIAGNOSTICO:
PESO HABITUAL: kg PESO ACTUAL: kg TALLA: m IMC: TA:

PESO ler TRIMESTRE:

kg PESO 2do TRIMESTRE:

kg PESO 3er TRIMESTRE:

FUR: Edad gestacional actual por USG:

sdg.

ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS

kg

Gestas Diabetes gestacional en embarazos previos

(1Sl [INO

Abortos No. de gesta en la que ha sufrido DG

Cesareas Glucemia antes del embarazo (mg/dL)

Partos Fecha al momento de la muestra

Aborto Anestesia

Al nacer

Muerte

Edad

Afio Sem Parto | Forceps | Cesarea

Esp Prov BPD

Gral

Sexo Peso

Preparto

Trans

al

P .
ost morir

Fecha

N0 WIN|EF-

Informacién de embarazos previos:

Hipertension: S1 () NO () En cual:
Intolerancia a carbohidratos: SI ( ) NO ( ) En cual:

Especificar cual (es), otras complicaciones 6 padecimientos de productos anteriores:

Preeclampsia: SI ( ) NO (') En cual:

Edad de la paciente al hacer el dx:
Polihidramnios: SI ( ) NO ( ) Macrosémicos: SI ( ) NO ( ) Malformaciones: SI ( ) NO ()

afos

Valores de glucemias en ayuno durante el embarazo:

Fecha | mg/dL | Fecha | mg/dL | Fecha | mg/dL

Fecha

mg/dL

Fecha

mg/dL

Fecha

mg/dL
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Prueba de tamiz:

Fecha | Semana de | Gramos de glucosa | Glucemia en ayuno | Glucemia post-carga | Tiempo de

gestacion administrados (mg/dL) (mg/dL)

glucosa post-carga

Curva de tolerancia oral a la glucosa (CTOG):

Semana de Valores de glucemia (mg/dL) en:
gestacion Ayuno | 60min | 120 min | 180 min

Fecha

Normal o alterada

Normoglucemia ( ) Intolerante a carbohidratos ( ) Diabetes Gestacional ( )

PATOLOGIA DE BASE

Razén por la que acude al hospital INFORMACION
Control prenatal 0 Sl OONO
Diabetes Gestacional Sl C0NO
Obesidad Sl C0NO
Preeclampsia Sl C0NO
Edad materna avanzada Sl C0NO
Pérdida gestacional recurrente Sl C0NO
Infertilidad 0 Sl OONO
Si otra, ¢cual?
ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

ENFERMEDAD INFORMACION
Diabetes Mellitus (1Sl [INO
Sintomas de hiperglucemia O Poliuria

0 Polidipsia

0 Polifagia

() Pérdida de peso
Obesidad Sl [INO
Colesterol elevado Sl [INO
Hipertension 0SlI [0NO
Diagnostico o sospecha de Sx de ovario poliquistico 0SlI [0NO
Enfermedad endécrina (hiper o hipotiroidismo, Cushing, Addison, hipofisiaria, otra) 0SlI [0NO
¢(Cual?
Antecedentes de pancreatitis 0SlI [0NO
Ingesta de esteroides u hormonas tiroideas 0SlI [0NO

Otras
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ANTECEDENTES FAMILIARES

Anotar pais y/o estado de nacimiento de:

FAMILIAR PAIS/ESTADO FAMILIAR PAIS/ESTADO
Abuelo Paterno Abuelo Materno

Abuela Paterna Abuela Materna

Padre Madre

¢Existe algin ascendiente extranjero en la familia?
() SI' [ NO Parentesco:

Anotar antecedentes familiares de diabetes, obesidad, colesterol elevado, hipertension, enfermedad endocrina
(Cushing, Addison, hipofisiaria, hiper o hipotiroidismo).

Lugar de
Nombre | Edad | Parentesco | origeno Enfermedad | Edad dx | Complicaciones | Tratamiento | Teléfono
gpo. étnico

Anotar si algan familiar (abuela materna, abuela paterna, madre, hermanas, tias) ha presentado diabetes
gestacional; y en el caso afirmativo, especificar de quién se trata:

DATOS OBTENIDOS DURANTE EL EMBARAZO

Diabetes pregestacional ( ) Insulinodependiente ( ) No dependiente de insulina ( )

Especificar tratamiento: Dieta SI ( ) NO () kcal EjercicioSI( )NO( ) InsulinaSI( )NO( )
ler. Trimestre NPH Répida NPH Rapida Dieta HbA1C %
2do. Trimestre NPH Rapida NPH Répida Dieta HbA1C %
3er. Trimestre NPH Rapida NPH Répida Dieta HbA1C %
Fecha de datos bioquimicos: ___

Glucosa basal Ac. Urico Creatinina Colesterol Triglicéridos

HDL LDL Hb Hto Urea IND. Filtracion glomerular

Orina 24 h: Albdmina Calcio Microalbdmina
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Continuacion DATOS OBTENIDOS DURANTE EL EMBARAZO

Fondo de ojo:
Eclectrocardiograma (Interpretacion):
Inductores: Dexametasona 8 x 3 x 2 1°. 2°. 3°.

Semanas de gestacién 1°. 2°. 3°.

Betametasona Especificar fecha y dosis
Semanas de gestacion 1°. 2°.

Fecha de punci6n 12 22, 32 Transquirdrgico
Semanas de gestacion 12, 22, 32

Perfil de fosfolipidos acorde con edad gestacional: SI ( ) NO ()
Preeclampsia SI ( ) NO ( ) Leve ( ) Severa( )

Término del embarazo: Fecha Semanas de gestacién

Parto () Forceps ( ) Cesarea ( ) Kerr ()

Anestesia: BPD () General ( )

Complicaciones Sl ( ) NO ( ) Cuél (es):

DATOS DEL RECIEN NACIDO

Sexo Peso Talla Capurro

Complicaciones: SI () NO () Cudl (es):

Malformaciones:

Se tomo muestra de:
Sangre materna ( ) Suero materno ( ) Sangre de cordon () Suero de cordéon ()
Fecha Fecha Fecha Fecha

CURVA DE RECLASIFICACION (preparacion 75 g de glucosa):

Fecha:
Ayuno 120 min

OBSERVACIONES IMPORTANTES:

Nombre y firma de quien elaboro:
Categoria:
Fecha:
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Hoja de consentimiento informado del paciente

El que suscribe con
residencia en acepta
participar en el estudio:

“INVESTIGACION GENOMICA DE PACIENTES CON DIABETES MELLITUS
GESTACIONAL EN MEXICO”

He recibido informacion completa por parte de , quién ha
estado a cargo de la descripcion del consentimiento informado, de la naturaleza, proposito y duracion del
estudio. Tuve la oportunidad de formularle preguntas con relacién a todos los aspectos del estudio.
Ademas, se me ha especificado que el material genético obtenido de mi persona sera utilizado Unicamente
para los fines establecidos en este estudio.

Luego de la debida consideracidn, acepto cooperar con los investigadores involucrados en el proyecto.
Entiendo que soy libre de abandonar el estudio en cualquier momento si asi lo deseara.

Estoy al tanto de que mi identidad nunca sera revelada y los datos obtenidos seran tratados con caracter
confidencial. Entiendo que pueden ser supervisados por otros individuos involucrados en el estudio bajo la

autoridad delegada de las autoridades sanitarias. Acepto que no procuraré limitar el uso al cual se destinan
los resultados del estudio.

Fecha, firma y nombre la persona que estuvo a cargo de la descripcion del consentimiento informado:

Fecha y firma del participante:

Fecha, firma y nombre del testigo No. 1:
Fecha, firma y nombre del testigo No. 2:
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APENDICE Il. Poderes estadisticos de los modelos de regresion logistica.

11.1. Asociaciones a la DT2

A. Modelo aditivo

Gen SNP rﬁelggoo Total Temprano Tardio Hospital Abierta
KCNJ11 rs5219 T 80.75 76.27 77.87 79.75 58.88
SLC30A8 rs13266634 C 33.48 81.01 17.43 34.83 27.17

rs1111875 T 53.43 69.23 42.03 46.49 52.40
A2l 157923837 G 1627  5.38 1219 7.33 29.40
CDKN2A/2B rs10811661 T 70.98 65.04 8.97 66.77 58.79
CDKALL rs7754840 © 8.68 5.0 5.33 5.09 12.88
rs10484634 T 49.68 62.72 26.02 20.53 46.61
IGE2BP2 rs4402960 T 29.47 7.08 28.87 5.97 68.71
rs1470579 C 15.41 5.96 16.28 5.25 38.14
ARHGEF11 rs945508 © 41.47 7.69 53.98 19.44 36.10
JAZF1 rs864745 A 29.15 38.56 19.97 14.67 39.55
CDC123/CAMK1D  rs12779790 G 71.51 66.07 49.33 9.55 88.67
TSPAN8/LGR5 rs7961581 T 14.92 4048 6.87 6.18 25.67
THADA rs7578597 T 14.46 48.85 8.41 14.32 10.69
ADAMTS9 rs4607103 C 12.73 17.51 5.71 16.08 6.24
NOTCH2 rs10923931 T 5.15 12.05 6.41 6.06 5.03

B. Modelo dominante

Gen SNP r'::g)o Total Temprano Tardio Hospital Abierta
KCNJ11 rs5219 T 66.36 73.08 56.45 57.64 64.46
SLC30A8 rs13266634 C 8.05 21.12 5.13 5.17 13.78

rs1111875 T 24.61 67.09 12.54 16.74 35.39
Ll 157923837 G 27.93 8.5 2433 9.29 52.86
CDKN2A/2B rs10811661 T 32.83 12.34 56.59 38.66 17.53
rs7754840 C 9.80 6.21 5.05 541 10.52

CRIAL rs10484634 T n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
IGE2BP2 rs4402960 T 39.97 10.79 38.93 7.71 79.28
rs1470579 C 34.29 8.36 39.42 9.27 65.77

ARHGEF11 rs945508 C 60.70 20.05 66.05 33.80 63.90
JAZF1 rs864745 A 8.14 9.71 6.45 5.08 14.10
CDC123/CAMK1D rs12779790 G 22.60 17.29 16.69 5.33 87.03
TSPANS8/LGR5 rs7961581 T 14.34 28.91 12.57 6.35 5.30
THADA rs7578597 T n.d. n.d. n.d. 21.46 n.d.
ADAMTS9 rs4607103 C 5.17 5.06 5.07 5.06 5.53
NOTCH2 rs10923931 T 5.13 9.74 5.10 5.65 6.76

C. Modelo recesivo

Gen SNP r’;-::goo Total Temprano Tardio Hospital Abierta
KCNJ11 rs5219 T 58.28 31.02 69.18 64.82 16.06
SLC30A8 rs13266634 C 39.72 84.68 24.17 27.89 23.59

rs1111875 T 66.03 26.07 66.66 71.29 45.71
IR rs7923837 G 5.36 13.57 5.03 5.29 5.50
CDKN2A/2B rs10811661 T 99.93 69.08 69.19 56.72 57.32
CDKAL1 rs7754840 C 5.95 7.58 6.24 7.02 9.69
rs10484634 T 59.94 70.47 36.84 21.52 51.67
IGE2BP2 rs4402960 T 5.22 6.10 5.01 5.64 5.33
rs1470579 C 10.98 6.62 15.00 10.35 8.07
ARHGEF11 rs945508 © 16.18 5.05 25.68 8.90 12.53
JAZF1 rs864745 A 34.96 50.55 29.09 20.57 46.13
CDC123/CAMK1D rs12779790 G 35.06 50.30 15.29 28.99 35.17
TSPANS8/LGR5 rs7961581 T 6.12 29.89 10.71 5.60 32.89
THADA rs7578597 T 17.40 57.12 10.71 n.d. 10.38
ADAMTS9 rs4607103 C 17.34 30.43 7.23 24.2 6.14
NOTCH2 rs10923931 T 23.55 15.59 35.08 8.26 37.98

n.d. no datos
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I1.2. Asociaciones a la DG

A. Modelo aditivo

Gen SNP Alelo Controles DGy Controles DGy Controles DT2y
riesgo casos DG totales casos DG con AHDM casos DG totales
KCNJ11 rs5219 T 59.43 30.81 57.08
SLC30A8 rs13266634 C 5.00 5.78 21.11
HHEX/IDE rs1111875 T 59.51 42.39 5.49
CDKN2A/2B  rs10811661 T 5.00 5.87 22.33
THADA rs7578597 T 5.23 5.11 7.31
A. Modelo dominante
Alelo .
Gen SNP : Total Temprano Tardio
riesgo
KCNJ11 rs5219 T 25.75 12.72 38.41
SLC30A8 rs13266634 C 5.04 9.5 66.33
HHEX/IDE rs1111875 T 43.55 26.61 6.59
CDKN2A/2B  rs10811661 T 5.19 6.56 20.57
THADA rs7578597 T 5.01 n.d. n.d.
A. Modelo recesivo
Alelo .
Gen SNP } Total Temprano Tardio
riesgo
KCNJ11 rs5219 T 72.61 42.16 44.42
SLC30A8 rs13266634 C 5.00 5.08 9.02
HHEX/IDE rs1111875 T 49.60 40.79 16.29
CDKN2A/2B  rs10811661 T 5.11 5.42 17.55
THADA rs7578597 T 5.28 5.11 7.16
n.d. no datos
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