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To live outside the law, you must be honest.

Bob Dylan, Absolutely Sweet Marie.

El hombre (cada hombre) es un fin en si mismo, no
el medio para los fines de otros. Debe existir por su
propio esfuerzo, sin sacrificarse a otros ni sacrificar
a otros para si. La busqueda de su propio interés
racional y de su propia felicidad es el mas alto

propdsito moral de su vida.

Ayn Rand



Resumen

En Junio de 1997, la Organizacién Mundial de la Salud reconocié que la obesidad
debia ser considerada como una enfermedad en si misma. En México, la
prevalencia de la obesidad y la obesidad mérbida han aumentado. En mujeres, la
obesidad mérbida aumentoé en 48% del afio 2000 al 2006.

Por su parte, la prevalencia de diabetes tipo 2 (DT2) en México se ha incrementado
al menos 10 veces en los ultimos 25 afos. La obesidad es considerada el principal
factor de riesgo para desarrollar DT2.

El transportador ABCA1 es el principal mediador en el proceso de transporte reverso
del colesterol. En la poblacion mexicana, se informé de la asociacion del
polimorfismo R230C de ABCA1 con obesidad y con DT2 de inicio temprano. Para el
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) -565C>T de ABCA1 se desconoce su
frecuencia en la poblacion mestiza mexicana, ademas de sus posibles asociaciones
a distintos rasgos metabdlicos y fenotipos clinicos.

En este proyecto, nos propusimos determinar la frecuencia de esta variante en una
muestra de poblacion abierta, describir su posible asociacion a distintos rasgos
como la obesidad y la obesidad moérbida en grupos de sujetos caso/control, ademas
de describir la frecuencia de la variante en subgrupos bien determinados de
pacientes con DT2.

El alelo T (alelo de riesgo) del SNP -565C>T de ABCA1 presenté una de las
frecuencias mas altas descritas en la literatura (0.545) y su frecuencia presenté
diferencias significativas con la descrita para poblaciones europeas. Se evidencio la
asociacion del SNP -565C>T de ABCA1 a la obesidad morbida, lo que sugiere que
esta variante pudiera ser un marcador para la obesidad moérbida. Sera importante
realizar el estudio de ancestria para validar la asociacion encontrada. El sondeo de
la variante en distintos subgrupos (n=30) de DT2 no presenté diferencias
significativas con los controles, sin embargo, tampoco se descarta que pudieran
encontrarse asociaciones en una muestra mayor individuos, particularmente, en
aquellos con un defecto severo en la secrecion de insulina o en individuos con DT2

de inicio temprano, tal como se ha reportado para la variante R230C de ABCA1.

XI



l. Introduccion

En Junio de 1997, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconocié que la
obesidad debia ser considerada como una enfermedad en si misma. Para el aho
1998, la obesidad fue considerada como una epidemia mundial (1).

En México, la prevalencia de la obesidad representa un problema alarmante por su
acelerado incremento. El reporte de la Encuesta Nacional de Salud (ENSA) 2000
arrojo una prevalencia de obesidad en adultos mayores de 20 afos del 28.1% en
mujeres y de 18.6% en hombres, considerando un IMC igual o mayor a 30 Kg/m? (2).
Para el afio 2006, el 34.5% de las mujeres y el 24.2% de los hombres mayores de 20
afios presentaron obesidad, dato obtenido en la Encuesta Nacional de Salud y
Nutriciéon (ENSANUT) 2006 (3).

Por otra lado, para el ano 2000, se calculé que habian 171 millones de diabéticos
alrededor del mundo, se estima que esta cifra aumente a 366 millones para el ano
2030 (4). En el 2010, México ocupd el décimo lugar entre los paises con mas casos
de diabetes reportados entre los 20 a 79 afios de edad, con 6.8 millones de casos
(5). El mismo autor sefala, que de seguir esta tendencia, para el afo 2030, México
ocupara el lugar numero 7 en el mundo con 11.9 millones de pacientes diabéticos
(5).

Del total de casos de diabetes en México en el aio 2006, el 21.5% tienen entre 20 y
40 afos de edad. Este porcentaje de casos de diagndstico temprano ha aumentado
también con respecto a lo reportado en el afio 2000 cuando la prevalencia era del
13.2%, lo que indica un alarmante incremento en casos de diabetes de inicio
temprano (2,3).

Ademas, la prevalencia de hipertension arterial (HTA) en México va en aumento. Se
estiman mas de 15 millones de sujetos hipertensos de entre 20 y 69 anos de edad.
La diabetes, el tabaquismo y la obesidad incrementan de manera notable el riesgo
de hipertensioén arterial (6).

Este alarmante aumento en la prevalencia de obesidad y otros padecimientos
cronicos asociados como la diabetes tipo 2 (DT2), hipertensiéon arterial y distintas

dislipidemias en la poblacion mexicana se ha convertido en un desafio a los sistemas



de salud en México, debido al enorme impacto socio-econémico de la enfermedad.
El entendimiento de las bases genéticas de estos padecimientos representa la
estrategia mas prometedora para su tratamiento y control (7).

Identificar las causas genéticas de la DT2, la obesidad y la hipertension arterial nos
permitira identificar nuevos blancos terapéuticos que impactaran en la forma en que
se ftratan estos padecimientos y las complicaciones asociadas. Ademas, la
identificacion de los genes involucrados en el desarrollo de la obesidad sera esencial

para entender la influencia de los factores ambientales en la enfermedad (7).



Il. Obesidad

La obesidad se caracteriza por un balance positivo de energia, donde la ingesta de
calorias excede al gasto energético, ocasionando un aumento en los depésitos de la
grasa corporal (aumento en la adiposidad) y por lo tanto ganancia de peso (8). Esta
ganancia de peso, pone en riesgo la salud del individuo (8).

La obesidad, al igual que la diabetes, es una enfermedad compleja. En este tipo de
padecimientos, los genes involucrados ejercen solo un efecto parcial (genes de
susceptibilidad), por lo que el efecto de un solo gen no es suficiente para causar la
enfermedad. El padecimiento se desarrolla entonces, solo cuando varios de estos
genes estan alterados y ademas, estan presentes ciertos factores de riesgo que
favorecen la expresion de estos genes, tales como el sedentarismo, el estrés, la
malnutricién (dieta alta en grasas y carbohidratos), entre otros (7).

La obesidad esta asociada a un gran numero de problemas sociales debido a los
prejuicios existentes hacia la obesidad en la cultura occidental. Los individuos
obesos son menos aceptados en los colegios, tienen mas dificultades para encontrar
trabajo y cuando lo encuentran sus salarios son menores que las personas con peso
normal (9).

Para calificar el estado de obesidad de un individuo, no se puede partir solo del peso
corporal del mismo, ya que el peso corporal se modifica principalmente por la
estatura. Por lo tanto, es necesario un valor que exprese el grado de obesidad de
una persona independientemente de su estatura. Para ello, se calcula el indice de
masa corporal (IMC) el cual se define como el peso corporal en kilogramos sobre el
cuadrado de la estatura en metro cuadrados (Kg/m?). ElI IMC se interpreta como la
forma en que el peso corporal se distribuye por el cuerpo (10).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos, propusieron puntos de corte importantes basados en el IMC: se
consideran delgados aquellos individuos con IMC de entre 18.5 y 24.9 Kg/m?, un IMC
mayor a 25 Kg/m? se considera como sobrepeso mientras que un IMC superior a 30
Kg/m? se clasifica como obesidad (1,11).

Un IMC > 30 Kg/m?y < 35 Kg/m? se clasifica como obesidad tipo I. De un IMC > 35



Kg/m?y < 40 Kg/m? se clasifica como obesidad tipo Il. Otro estado de obesidad mas
severo (obesidad tipo Ill), conocido como obesidad mérbida, se determina con un

indice de masa corporal superior a 40 Kg/m?(1,11).

Tabla 1. Clasificacion del estado de
nutricion de acuerdo al IMC.

Clasificacion IMC (Kg/m?)
Peso normal 18.5-24.9
Sobrepeso 25.0-29.9
Obesidad tipo | 30.0-34.5
Obesidad tipo Il 35.0-39.9
Obesidad tipo Ill >40.0

Como no es posible discernir si, el exceso de peso es producto de la acumulacion de
grasa (obesidad) o bien, a un aumento en la masa muscular, como en el caso de
algunos deportistas, o algunas otras causas, como enfermedades que producen
edema, es necesario el uso de otras determinaciones alternas (12).

La distribucién de la grasa corporal puede tener un predominio superior (obesidad
central o androide) o inferior (obesidad periférica o ginoide). En la primera, mas
propia de los varones, la grasa se acumula sobre todo en la cara, regién cervical,
tronco y regidn supraumbilical, y también aumenta de modo notable la grasa
abdominal profunda (obesidad viseral) (12).

La acumulaciéon de grasa en la region abdominal (obesidad central) se asocia con
patologias como las enfermedades cardiovasculares. De hecho, estudios
epidemioldgicos sugieren que entre el 65 y 75% del riesgo para hipertensién arterial
es atribuido al exceso de peso (13, 14).

La medicion de la circunferencia de cintura (CC) es un valor aceptado para
determinar el exceso de tejido graso en la zona abdominal. La OMS considera que
hombres con CC mayor a 102 cm y mujeres con CC mayor a 88 cm se consideran

en riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares (1).

Origen de la obesidad.
La obesidad podria explicarse como resultado de un desbalance producido cuando la

cantidad de calorias que se ingieren superan los requerimientos para mantener las



funciones corporales y la actividad fisica del individuo. Esto genera un exceso de
energia que es almacenada en el tejido adiposo. Sin embargo, debido a la
complejidad de los mecanismos metabdlicos y neuro-endocrinos que regulan la
ingesta de alimento y el gasto energético, a sido dificil determinar los factores

genéticos y moleculares implicados en el desarrollo de la obesidad (15).

Prevalencia de la obesidad por género.

En el afno 2000, en México, la prevalencia de obesidad es mayor en mujeres que en
hombres (2). Asimismo, la prevalencia de obesidad en la ENSANUT 2006 fue mayor
en mujeres (34.5%) que en hombres (24.2%) (3).

Esta tendencia es resultado de las caracteristicas biologicas, psicologias y sociales
del sexo femenino. Las mujeres tienen mayor prevalencia de trastornos de la
conducta alimentaria. Adicionalmente, algunos estudios muestran mayor prevalencia
de depresién y ansiedad entre las mujeres con obesidad. Estos factores psicolégicos
son a la vez, causa y consecuencia de la obesidad (16). EI embarazo favorece la
obesidad, como lo sugieren los datos que muestran una asociacion entre el numero
de embarazos y el aumento de peso (16).

Durante la gestacion se producen serios cambios hormonales y psicolégicos que en
ocasiones, se acompanan de un aumento en la ingesta. El resultado final puede ser
un excesivo aumento de peso, con un cambio en los habitos alimentarios (12). Con
la llegada de un hijo suele aumentar la ansiedad de la madre, esto promueve

también la ingesta excesiva de alimentos (12).

Prevalencia de la obesidad por grupos de edad.

La prevalencia de la obesidad tiende a incrementarse con la edad hasta los 60 afios
(3). De los 60 y mas de 80 afios de edad, la obesidad disminuye tanto en hombres
como en mujeres (3).

La disminucion en la prevalencia de sobrepeso y obesidad en las décadas mas
tardias de la vida puede explicarse por varias razones; la primera es el mayor riesgo
de muerte en los sujetos que tienen sobrepeso y obesidad, lo que llevaria a una
seleccién o sesgo donde se observa una mayor sobrevivencia de los sujetos con

IMC adecuado; la segunda es la pérdida de peso ocasionada por enfermedades

5



cronicas y degenerativas como DT2 y la enfermedad de Parkinson, entre otras, que
son altamente prevalentes en adultos mayores; la tercera es la desnutricién carencial
debida a menor proteccion social o a la depresién y el deterioro fisiolégico que suele

suceder durante la senectud (3).

Efecto de la disminucion de la actividad fisica.

Paralelamente a la disminucion del ejercicio, se produce un descenso de las
necesidades energéticas, que muchas veces no se acompaina de una disminucion en
la ingesta, lo que da como resultado un aumento progresivo de peso. Este efecto es
mas acentuado en los deportistas de elite 0 en aquellos que dedican varias horas al
dia a la practica de ejercicio fisico (12).

La vida sedentaria, propia del mundo occidental es en parte, responsable del
incremento de la prevalencia de obesidad. La serie de ventajas que representan el
progreso, como ascensores, automéviles, mandos a distancia, etc., conllevan un

ahorro de energia importante que puede derivar en un aumento de peso (12).

Influencia de los factores endocrinolédgicos en la obesidad.

La menor proporcidén de los casos de obesidad parece deberse a anomalias
endocrinas. Algunas de estas son el hipotiroidismo, el sindrome de Cushing, el
hiperandrogenismo, el sindrome de ovario poliquisticos y la resistencia a la insulina,
incluyendo la DT2. Se ha demostrado recientemente la participacion de hormonas y
péptidos que modulan el almacenamiento de grasa y el equilibrio energético en los
humanos (17).

La obesidad es parte del sindrome de Stein-Leventhal que se caracteriza por
oligomenorrea o amenorrea, hirsutismo y aumento progresivo de peso. La causa de
la alteracién es compleja y no del todo conocida, y con frecuencia existe también una
hiperfuncion suprarrenal (12).

La hiperinsulinemia en la diabetes tipo 2 o bien en pacientes que precisan insulina
favorece el desarrollo de obesidad. Esto se debe a que la insulina es una hormona
con efecto anabdlico que favorece la sintesis de grasa y su depodsito en el tejido
adiposo (12).

La hiperfuncion suprarenal cursa con aumento de la produccion de glucocorticoides
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como sucede en el sindrome de Cushing, que conlleva un incremento de peso con

una distribucion caracteristica de la grasa en la region faciotroncular del cuerpo (12).

Efectos de los factores ambientales en la obesidad.

El enorme incremento en la prevalencia de la obesidad en poblaciones cuyos
antecedentes genéticos han permanecido relativamente estables, sugiere que los
factores ambientales pueden tener una importancia considerable (18,19). los
modelos nutricionales y de actividad fisica se han modificado por el proceso de
modernizacion y reestructuracion socioeconémica en los paises desarrollados y en
vias de desarrollo (20).

Existe otro numero de factores que pueden estar implicados en la patogénesis de la
obesidad, como son el exceso de alimentacién durante el periodo prenatal y de
lactancia, la malnutricion materna, el tipo de estructura familiar (hijo unico, hijos
adoptados, el ultimo hijo de una gran familia, padres separados, familia
monoparental, madre mayor de 35 afnos, familia numerosa), el nivel socioeconémico
(clase social baja en los paises desarrollados y clase social alta en paises en vias de
desarrollo), factores relacionados con el clima, dietas hiperenergéticas, la falta de

ejercicio fisico y el facil acceso a la comida (21).



lll. Obesidad morbida

En los ultimos anos, en nuestro pais se ha observado una tendencia creciente de la
prevalencia de obesidad, sin embargo, las tendencias de la obesidad morbida son
menos conocidas.

Estudios en Estados Unidos han encontrado una tendencia creciente en la
prevalencia de obesidad morbida, que aumenta mas rapidamente que aquella
relacionada con grados menos severos de obesidad (22). Se ha descrito que la
obesidad moérbida es mas prevalente en los niveles socioeconémicos bajos y que es
mas frecuente en mujeres, fundamentalmente mujeres mayores de 50 anos (23). En
ese mismo pais, se han publicado estimaciones de que entre 1990 y el 2000 la
prevalencia de obesidad mérbida se multiplic6 por 3 en varones y solo por 2,3 en
mujeres, aunque las mujeres seguian presentando mayor prevalencia (24).

En Espana, de 1993 a el 2006, la prevalencia de obesidad mérbida aumenté en mas
de un 200%, pues paso del 1.8% al 6.1%. Por otro lado, en 1993, el 7.7% de los
adultos tenian un IMC > 30 pero < 35, y en 2006 ya representaban el 11,9%, lo que
supuso un incremento del 54%. Por lo tanto, se considera que la prevalencia de la
obesidad clinicamente severa (obesidad moérbida) esta incrementandose mas
rapidamente que la obesidad (25).

En México, la prevalencia de obesidad mérbida se ha incrementado también. En
mujeres, la prevalencia aumento en un 48% (de 2.5% en el afio 2000 a un 3.7% en el
2006). En este mismo periodo, en hombres, la prevalencia de obesidad mérbida fue
aumentando, pero fue menor que aquella observada en mujeres (de 0.9% a 1.1%)
(26).

La obesidad mérbida u obesidad tipo Ill, es una enfermedad grave y potencialmente
mortal que ha recibido poca atencion en las ultimas décadas a juzgar por el numero
de reportes en la literatura cientifica. Una forma de clasificar a la obesidad maérbida
es por una ganancia de 45 Kg de peso o 100% sobre el peso ideal, con un IMC>40
Kg/m? (23). En cuanto a la etiopatogenia de la obesidad moérbida, se describen
factores genéticos y psicoldgicos en el desarrollo de la misma. Aunque ambos

factores no son mutuamente excluyentes, los factores genéticos jugarian un papel



mas importante en la obesidad de inicio en la infancia o constitucional (presenta una
mayor refractariedad al tratamiento y a la pérdida de peso, con mayor tasa de
patologia psiquiatrica, con distribucion de la grasa de forma generalizada afectando a
tronco y extremidades), mientras que los factores psicolégicos influirian mas en la
obesidad moérbida de inicio en la edad adulta (en estos casos se relaciona con
situaciones de estres, de forma que, el enfermo comeria en un intento de calmar su
malestar psicolégico, con aumento en grasa en tronco) (27, 28).

Los pacientes con obesidad, y especialmente, los que tienen obesidad morbida,
tienen distintas alteraciones en funciones fisicas corporales que limitan su calidad de
vida (respiracion entrecortada, transtornos del suefio, hambre patoldgica, deterioro
de las relaciones sexuales, sudoracidon excesiva, incontinencia urinaria, incapacidad
para el aseo personal y limitaciones en la deambulacién) (23).

Los pacientes con obesidad morbida son considerados psicolégicamente diferentes,
quizas porque ellos no pueden disciplinar sus habitos alimentarios de la misma forma
que el resto de la poblacién. Aunque la existencia de la obesidad modrbida no
necesariamente indica patologia psiquiatrica, se considera que la existencia de
determinados patrones de comportamiento y modelos de personalidad influyen en la
ingesta calorica y en el gasto de la energia, y consecuentemente en la pérdida de
peso (29).

Los trastornos alimentarios y conductas alimentarias andmalas son elementos
comunes en los pacientes con obesidad mérbida. Se han descrito en estos enfermos
una mayor tasa de trastorno por atracén (binge eating disorder), bulimia nerviosa,
sindrome de ingesta nocturna (night eating syndrome), trastorno alimentario nocturno
(nocturnal eating disorder), exceso de ingesta hidrica, insatisfacciéon corporal y
comportamiento alimentarios desestructurados (30,31).

La insatisfacion corporal es uno de los malestares psicolégicos mas importantes en
estos pacientes. Estos sujetos piensan que el resto de la gente los ve con desprecio

dificultando sus relaciones interpersonales (32).

Fenotipo obeso metabdélicamente sano.
La obesidad se asocia con un incremento del riesgo de sufrir multiples

enfermedades, entre las que destacan las cardiovasculares. Ademas, la incidencia
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de enfermedades cardiovasculares, de DT2, hipertension arterial y mortalidad es
superior en las personas con mayor grado de obesidad (IMC > 40) (33).

Sin embargo, se ha descrito, que algunos pacientes obesos y particularmente
algunos obesos morbidos permanecen libres de complicaciones metabdlicas, aunque
su caracteristicas antropomoérficas (como el IMC) no son diferentes de aquellos
obesos con complicaciones. Esta condicion se ha denominado como “fenotipo obeso
metabdlicamente sano” (34,35).

Los obesos metabdlicamente sanos (MHO Metabolically Healthy Obese por sus
siglas en ingles) tienen niveles de HDL de al menos 40 mg/dL y no presentan DT2 ni
hipertension arterial. La frecuencia de este fenotipo aumenta en los individuos con
mayor indice de masa corporal, por lo que es relativamente frecuente encontrar
obesos mérbidos metabodlicamente sanos (36).

Hasta hace unos afnos, se pensaba que la concentracion sérica de la adiponectina en
sangre guardaba una relacion inversa con el indice de masa corporal, sin embargo,
recientemente se ha reportado que la sobreexpresion del gen de la adiponectina en
el tejido adiposo de los ratones ob/ob incrementa los niveles plasmaticos de
adiponectina, manteniendolos en el rango fisiolégico. Este cambio conlleva una
importante ganancia de peso y una mejora de la hiperglucemia y otras
anormalidades metabdlicas (37).

Aguilar Salinas et al. (36), observaron que un 20.5% de los obesos moérbidos de la
muestra que analizaron eran obesos metabdlicamente sanos. Este subgrupo de
individuos presentaban niveles altos de adiponectina, incluso mayores que el valor
medio encontrado en los individuos de peso normal. Estos individuos MHO
presentaban niveles normales de glucosa, TG, insulina, proteina C reactiva y niveles
altos de HDL a diferencia de aquellos individuos con el mismo IMC pero con niveles
bajos de adiponectina. El trabajo concluye que los niveles altos de adiponectina
aumentan la probabilidad de ser un obeso metabdlicamente sano.

Kim et al. (37), demostraron que la expansion del adipocito inducido por la
sobrexpresion del gen de adiponectina resulta en una disminucidén de los depdsitos
de lipidos ectopicos y una significativa mejora de las complicaciones asociadas con
la obesidad. Este mecanismo es el que ha sido propuesto para explicar el porque los

obesos metabdlicamente sanos tienen esa ganancia tan dramatica de peso sin
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experimentar otras comorbilidades como DT2 o hipertension. Al tener el adipocito
una capacidad aumentada de almacenar lipidos y colesterol, estos no se acumulan
en otras células y tejidos, y se reduce el riesgo de desarrollarse procesos de
lipotoxicidad, como el que ocurre en la célula 3, asociado con el desarrollo de DT2, o

la formacion de placas ateromatosas relacionadas con la hipertension arterial (36).
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IV. Diabetes

En individuos sanos, la concentracidn de glucosa en plasma, es controlada por un
complejo sistema cuyo regulador principal es la insulina junto con la produccion de
glucosa en el higado y la captacion de glucosa por el musculo y tejido adiposo. La
diabetes ocurre entonces, cuando cualquiera de estos mecanismos se altera
causando un aumento en la glucosa plasmatica (hiperglucemia). Ademas de que
conlleva a un dafo crénico de los tejidos y un malfuncionamiento de diferentes
organos (38). La diabetes se puede clasificar en distintos grupos, de los cuales 2

son los mas importantes :

e
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( Y---H-fr!b}
bl 4

Baja secrecion
de insulina
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Figura 1. Esquema que representa los factores que aumentan la concentraciéon de
dglucosa en sangre, y generan hiperglucemia.

Diabetes tipo 1.
La diabetes tipo 1 (TD1) esta caracterizada por una deficiencia absoluta en la
secrecion de insulina, como resultado de un destruccidon autoinmune de las células

pancreaticas. Esta carencia de insulina endégena es la causa de hiperglucemia. Los
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pacientes que la padecen, requieren de la administracion de dicha hormona, por lo
que se les denomina insulino-dependientes. Estos pacientes son muy propensos a la
cetosis (acidosis causada por una produccion excesiva de cuerpos ceténicos),
ademas de presentar anticuerpos anti-islotes pancreaticos, los cuales pueden, al ser
identificados, corroborar su diagnostico. Los pacientes con DT1 son diagnosticados
muy jovenes (el 90% de los casos comienzan entre los 10 y 14 afios de edad) por
presentar sintomas agudos de la enfermedad y niveles de glucosa sanguinea muy

elevados (39).

Diabetes tipo 2.

El balance entre la accion de la insulina y su secreciéon mantienen la concentracion
de glucosa en sangre en un rango de 75 y 105 mg/dL. Cuando la accion de la
insulina disminuye (resistencia a la insulina), la célula 3 productora de insulina es
capaz de compensar con hipersecrecion de la hormona. Sin embargo, la
concentracion de insulina podria mantenerse alta y eventualmente danar a la célula
3 del pancreas (38). La falla en este mecanismo de compensacion, causa
hiperglucemia (38).

La diabetes tipo 2 (DT2) es la forma mas comun de diabetes. En México representa
el 97% de los casos diagnosticados. Generalmente se diagnostica hasta que
aparecen las complicaciones, por lo que un tercio de los afectados permanecen no
diagnosticados por décadas (2).

Los pacientes pueden ser puestos en un régimen de reduccion de peso y manejo de
la dieta o ser tratados con medicamentos hipoglucemiantes y de forma menos
frecuente, con la administracion de insulina para estabilizar los niveles de glucosa en
sangre (40).

Ya que muchas de las complicaciones de la diabetes se pueden desarrollar afos
antes de que se manifieste la enfermedad, muchos investigadores consideran que la
enfermedad es parte de un grupo de factores de riesgo que predisponen a la
enfermedad cardiovascular, que incluyen a la hipertension, hiperinsulinemia, distintas
dislipidemias y obesidad central (41).

La gravedad de las alteraciones varia en cada paciente, no obstante, se pueden

distinguir diferencias si se clasifica bajo ciertos criterios clinicos, como lo es la edad

13



de aparicion de la enfermedad (42). En la poblacién mestiza mexicana, hay estudios
que contemplan diferentes intervalos de edad que han demostrado las siguientes

diferencias:

DT2 de inicio temprano.

La padecen aquellos pacientes diagnosticados entre los 20 y 40 afios de edad. La
principal caracteristica de este subtipo es la deficiencia severa en la secrecidon de
insulina, por lo tanto, requieren de tratamiento con insulina mas rapidamente. Es una
forma mucho mas agresiva de la enfermedad, en la que los pacientes tienen un

mayor riesgo a sufrir complicaciones cronicas (43, 44).

DT2 de inicio tardio.

Se da en pacientes diagnosticados después de los 40 afios de edad. Su principal
caracteristica es la resistencia a la insulina. Presentan con mayor frecuencia
obesidad (mayor indice de masa corporal) y dislipidemia (niveles altos de triglicéridos
y colesterol LDL) al compararlos con pacientes con DT2 de inicio temprano y esto

conlleva a un mayor riesgo a enfermedades cardiovasculares e hipertension (43, 44).

Evaluaciéon del modelo homeostatico HOMA.

Los indices de evaluacion del modelo homeostatico HOMA (Homeostasis Model
Assessment por sus siglas en ingles) son, modelos matematicos que permiten
evaluar el grado de disfuncion de la célula B y la resistencia a la insulina. Se calculan
a partir de la concentracion de glucosa e insulina en ayuno de cada paciente (45).
Los pacientes diabéticos que han desarrollado complicaciones, tales como
insuficiencia renal o hipertension y que por lo tanto, requieren de control hospitalario,
comparten con los pacientes de inicio temprano una significativa disminucién en los
valores de HOMA R, que se relaciona con mayor disfuncion en la secrecién de
insulina (43).

Este subgrupo de pacientes diabéticos tiene diferencias significativas con los
pacientes de poblacion abierta que no requiere de atencion médica. Los pacientes
hospitalarios presentan menor IMC, circunferencia de cintura, presion arterial,

glucosa y colesterol que los pacientes de poblacion abierta (43). Esto puede
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deberse, a que los pacientes de poblacion abierta no llevan un tratamiento especial y
a que incluso, un porcentaje importante de ellos (al rededor del 35%) no saben que

padecen la enfermedad (2).

Diabetes tipo 2 y obesidad.

La prevalencia de DT2 aumenta en individuos obesos. La obesidad es el
determinante principal de muchas enfermedades no transmisibles como la diabetes
tipo 2, la hipertension arterial, la enfermedad coronaria, la enfermedad vascular
cerebral, aumenta el riesgo de varios tipos de cancer (prostata, endometrio, mama,
colén) enfermedad hepatica no alcohdlica, enfermedad de la vesicula biliar,
afecciones musculo-esqueléticas y problemas respiratorios (12).

La obesidad es el principal factor de riesgo para DT2. Mujeres con un indice de masa
corporal mayor de 30 Kg/m? tienen 28 veces mas riesgo de desarrollar diabetes que
las mujeres de peso normal. El riesgo para diabetes es de 93 veces mas si el IMC es
igual o mayor de 35 Kg/m?(46).

En 2007 en E.U., 11.5 millones de las mujeres con edad arriba de los 20 afos
(10.2%) tenian diabetes, la prevalencia era ligeramente mayor en las minorias
etnicas: 10.4% en mujeres hispanicas y 11.8% en mujeres afroamericanas (47).

La ganancia de peso provoca resistencia a la insulina. Es entonces cuando la célula
R aumenta la secrecion de dicha hormona para contrarrestar el efecto de la
obesidad. Por otro lado, se activa el uso preferencial de acidos grasos como fuente
de energia. Esta fase se ha denominado glucolipoadaptacion. Cuando las células 3
pancreaticas no son capaces de mantener la secrecion de insulina suficiente, se da
el incremento de los niveles de glucosa en sangre, acompafiado de cetoacidosis (por
la catabolismo de acidos grasos) y el desarrollando diabetes, fase llamada
glucolipotoxicidad. Mientras permanezcan altos los niveles de triglicéridos en sangre,

continuara el dafio a la célula pancreatica (48).

Sintesis, secrecion y accion de la insulina.
La insulina es una hormona sintetizada y secretada por las células 3 de los islotes
pancreaticos en respuesta al incremento en la concentracion de glucosa en sangre.

Los efectos principales de esta hormona son: 1) supresion de la liberacion de acidos
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grasos del tejido adiposo, 2) supresion de la produccion enddégena de glucosa

hepatica y la 3) incorporacion de glucosa circulante en musculo (49).
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Figura 2. Secrecion de insulina en la célula B pancreatica.

La glucosa es transportada al interior de la célula B pancreatica por la isoforma 2 del
transportador de glucosa (GLUTZ2). Entonces, la glucokinasa cataliza la transferencia de
fosfato a partir de ATP a la glucosa, generando glucosa-6-fosfato y funcionando como un
sensor de glucosa para la célula R. La generacion de ATP a partir de la glucdlisis y el
ciclo de Krebs lleva al cierre del canal de K+ sensible a ATP (KCNJ11) y se inicia la
despolarizaciéon de la membrana. La despolarizacién de la membrana promueve la
entrada de sodio y calcio. Este ultimo, junto con el calcio almacenado en el reticulo
endoplasmico promueve la fusidon de los granulos de insulina con la membrana
plasmatica y la liberacién de esta a la circulacion sanguinea. La célula 3 pancreatica
tiene receptores para insulina, y esto es evidencia de la funcion autocrina de la insulina,
lo cual incluye la transcripcién de los genes de la glucokinasa y la insulina. Los genes
HNF-4a, HNF-1a, HNF-1R, NeuroD1 y IPF-1 que regulan la expresion de la insulina y
estan implicados en el desarrollo de Diabetes tipo MODY (modificado de la ref. 49).

16



El incremento en la secrecion de insulina después de la administracion intravenosa
de glucosa ocurre de forma casi instantanea. Incluso, después de la ingestion oral
de glucosa, la secrecion de insulina aumenta en cuestion de minutos (49).

La secrecion de insulina inicia cuando la glucosa es transportada al interior de la
célula B pancreatica por la isoforma 2 del transportador de glucosa (GLUT2).
Entonces, la glucocinasa cataliza la transferencia de fosfato a partir de ATP a la
glucosa, generando glucosa-6-fosfato, siendo este, el primer paso limitante y
funcionando como un sensor de glucosa para la célula 3. La generacion de ATP a
partir de la glucdlisis y el ciclo de Krebs conlleva al cierre del canal de K+ sensible a
ATP (KCNJ11) y se inicia la despolarizacién de la membrana (49).

La despolarizacion de la membrana promueve la entrada de sodio y calcio al interior
de la célula. Esto ultimo junto con el calcio almacenado en el reticulo endoplasmico,
promueve la fusién de los granulos de insulina con la membrana plasmatica y la
liberacidn de esta a la circulacién sanguinea (49).

La célula 3 pancreatica tiene receptores para insulina, y esto es evidencia de la
funcién autocrina de la insulina, lo cual incluye la activacién de la transcripcién de los
genes de la glucocinasa y la insulina. Los genes HNF-4a, HNF-1a, HNF-3, NeuroD1
y IPF-1 que regulan la expresion de la insulina y estan implicados en el desarrollado
de diabetes tipo MODY (49).

La insulina se une a su receptor en la superficie celular, el cual pertenece a una
familia de receptores de factores de crecimiento con actividad de tirosin-cinasa que
comparten mecanismos de sefalizacion intracelulares. Los dos principales
mecanismos de vias de transduccion de la sefal de la insulina son: (a) IRS (insulina
receptor substrates)/P| (phosphatidyllinositol) 3-cinasa y (b) Ras/MAP cinasa (50).
Cuando la insulina se une con el receptor especifico en la membrana celular, esto
promueve la fosforilacién de ciertas proteinas. Estas proteinas a su vez activan una
cascada de fosforilacién que conlleva a la movilidad de las vesiculas que contienen
el transportador de glucosa GLUT-4 a la membrana celular. Lo cual generan el
aumento en la entrada de glucosa a la célula (50).

El transportador de glucosa dependiente de insulina GLUT-4 se expresa en el

musculo esquelético, el tejido cardiaco y en el adipocito. Los ratones deficientes en
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GLUT-4 (ratones knockout) presentan retardo en el crecimiento asi como hipertrofia
del tejido cardiaco y adiposo al nacimiento. Estos ratones ademas desarrollan

resistencia a la insulina (50).

Glucosa Heceptnr de
insulina IGF-1

N
P m.m@ vmm JIE
 col

(PTP1f
PTEN TB
SHIP?  (STIOTPE? P-CIRS:] P 1Gib2. S0S)( Ras

| s Y,
PRSP f

4—— Akt aPKC i _Gab-1 P
MAP cinasa

pmrsk PP1 GSKE ¥
Expresion de genes

Crecimiento celular
diferenciacion

Ny,

Metabnhsmn de glucosa
sintesis de glucogeno/ipidos/proteinas
expresion de genes especificos

Figura 3. Accidn de la insulina en el tejido periférico.
La insulina incrementa el transporte de glucosa en las células musculares y del tejido

adiposo estimulando la sintesis y translocacion del transportador de glucosa GLUT4
contenido en vesiculas de sitios intracelulares hacia la membrana plasmatica, ademas
de inducir la expresién de una variedad de genes involucrados en el metabolismo de la

glucosa y el crecimiento celular (modificado de la ref. 50).



V. El colesterol y la lipotoxicidad mediada por colesterol

Tanto la obesidad, la DT2, el sindrome metabdlico, la aterosclerosis etc., comparten
con frecuencia un desequilibrio en los niveles plasmaticos de colesterol.

El colesterol es fundamental en la biologia de las células animales. En primer lugar,
el colesterol esta presente en la membrana plasmatica modulando su fluidez (51). El
colesterol es ademas sustrato para la sintesis de hormonas esteorides con multiples
funciones en el organismo y probablemente tenga muchas mas funciones aun no
conocidas (52).

En el organismo, aproximadamente el 66% del colesterol plasmatico se encuentra
unido a particulas llamadas lipoproteinas de baja densidad (LDL), cuya funcion es
transportar el colesterol necesario para su incorporacion a las membranas celulares
asi como para la sintesis de hormonas esteroideas. El tercio restante del colesterol
plasmatico se encuentra en lipoproteinas de alta densidad (HDL) cuya funcién mas
estudiada es el de transportar el exceso de colesterol desde los tejidos periféricos
hacia el higado para ser eliminado a través de la bilis. Este proceso se conoce como

transporte reverso del colesterol (53,54).

Transporte reverso del colesterol.

El transporte reverso del colesterol es el proceso por el cual el colesterol que se
encuentra en las células periféricas es transportado hacia el higado para su
eliminacion (55). El primer paso consiste en la liberacién de pequenas particulas con
forma discoidal llamadas pre3-HDL (HDL nacientes) sintetizadas en el higado y el
intestino delgado. Estas particulas de pre3-HDL van recabando el colesterol libre de
las células periféricas y su forma cambia a una estructura esférica llamada HDL-3 y
posteriormente a HDL-2 en la medida en que las particulas de HDL-3 se van
enriqueciendo en colesterol esterificado (via la enzima Lecitin colesterol acil-
transferasa (LCAT) asociada a las particulas de HDL nacientes) y en fosfolipidos.
Finalmente, las particulas de HDL-2 son captadas por el higado gracias al receptor
basurero (scavenger) B1 (SR-B1) (56) (Figura 4).
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Figura 4. Transporte reverso del colesterol.

El primer paso del transporte reverso del colesterol consiste en la sintesis y liberacion de
pequefias particulas con forma discoidal llamadas preR-HDL (HDL nacientes) por el
higado y el intestino delgado. Estas particulas van recabando el colesterol libre de las
células periféricas y su forma cambia a una estructura esférica llamada HDL-3 y
posteriormente a HDL-2 en la medida en que las particulas de HDL-3 se van
enriqueciendo en colesterol suberificado (via la enzima Lecitin colesterol acil-transferasa
(LCAT) asociada a las particulas de HDL nacientes) y en fosfolipidos. Finalmente, las
particulas de HDL-2 son captadas por el higado gracias al receptor scavenger B1 (SR-B1)
(modificado de la ref. 56).

El paso determinante del proceso parece ser la salida del colesterol de la célula, para
lo cual se han propuesto dos mecanismos. Uno es el eflujo de colesterol inespecifico
desde la superficie celular por un intercambio fisicoquimico entre la membrana
celular y las moléculas aceptoras extracelulares. El otro mecanismo consiste en el
eflujo de colesterol mediado por la proteina transmembranal ABCA1 (ATP-Binding
Cassette Transporter A1) que inicia con la interaccién de ABCA1 con la apoliproteina
A-l (apoA-l). Esta apoliproteina funciona como aceptora del colesterol, promoviendo
el eflujo de colesterol y fosfolipidos hacia las HDL nacientes (56).

Este hallazgo se derivé a partir de los datos provenientes de pacientes afectados con
Sindrome de Tangier, cuyos principales rasgos metabdlicos son, los niveles muy
bajos de HDL y de apo-A1. En analisis de ligamiento para dicha enfermedad, se han

encontrado mutaciones en el gen ABCA1 (57).
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Lipotoxicidad por colesterol.

La DT2 se caracteriza por la alteracion en la secreciéon de insulina de manera
suficiente para satisfacer las demandas fisioldgicas, lo cual esta asociado con la
resistencia periférica a la accion de la insulina y la obesidad (58).

El progreso de la DT2 involucra el deterioro de la funcién de la célula 3 (59). Debido
a que los elevados niveles de colesterol plasmaticos son un padecimiento comun en
pacientes con DT2, el papel potencial del colesterol en la lipotoxicidad en los islotes
pancreaticos se ha estudiado recientemente (60).

La evidencia mas directa del papel del metabolismo del colesterol en la funcion de la
célula 3 proviene del estudio del transportador de membrana dependiente de ATP
subfamilia A tipo 1 (ABCA1) (61). Los modelos animales de ratones con la delecién
selectiva del gen ABCA1 en la célula 3 presentan niveles normales de colesterol
plasmatico. Sin embargo, los islotes pancreaticos aislados de estos ratones tienen
niveles de colesterol total significativamente elevados, lo que sugiere que el gen
ABCA1 es esencial para el eflujo de colesterol en este tejido y por lo tanto, su
disfunsion resulta en la acumulacion de lipidos en los islotes (62).

En la Figura 5., se representa el posible papel del gen ABCA1 vy el colesterol en la
funcion de la célula B. Se muestran los principales mecanismos donde el acumulo
del colesterol de los islotes podria afectar en la secrecidn de la insulina (figura 5).

La glucosa entra a la célula 3 a través del transportador GLUT-2, después de lo cual
es fosforilada por la enzima glucocinasa (GK). EI metabolismo de la glucosa tiene
como resultado el cierre del canal de potasio dependiente de ATP, la despolarizacion
de la membrana, la entrada de calcio a través del canal de calcio tipo-L y la
exocitosis de los granulos de insulina. El colesterol es captado e introducido por el
receptor de LDL. El transportador ABCA1 regula el nivel del colesterol al interior de la
célula. La ausencia del transportador ABCA1 en la célula 3, incrementa el contenido
intracelular de colesterol. El principal activador transcripcional de ABCA1 es el factor
de transcripcion LXR. La delecién del gen LXR resulta en un fenotipo similar al
observado en la ausencia de ABCA1 (60). Los niveles elevados de colesterol en la
célula R probablemente afectan la secrecion de insulina, promoviendo la
dimerizacion de nNOS (neuronal NO sintasa por sus siglas en ingles) secuestrando a

la glucocinasa, lo que afecta el metabolismo de la glucosa (63).
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Figura 5. Potencial papel del gen ABCA1 y el colesterol en la funcién de la célula B.
Se presentan los principales puntos donde impacta el nivel del colesterol en la secrecién
de la insulina. La glucosa entra a la célula 3 a través del transportador GLUT-2, después
de lo cual es modificado por la glucokinasa (GK). El metabolismo de la glucosa tiene como
resultado el cierre del canal de K, la despolarizacion de la membrana, la entrada de calcio
a través del canal de calcio tipo-L y la exocitosis de los granulos de insulina. El colesterol
es captado e introducido por el receptor de LDL. El transportador ABCA1 regula el nivel del
colesterol al interior de la célula. En ausencia del transportador ABCA1 en la célula B, el
contenido celular de colesterol se incrementa. LXR es el principal activador transcripcional
de ABCA1, la delecion del gen LXR resulta en un fenotipo similar al observado en
ausencia de ABCA1. Los niveles elevados de colesterol en la célula 3 perjudican la
secrecion de insulina promoviendo la dimerizacion de nNOS, desregulando a GK, lo que
afecta el metabolismo de la glucosa. Es posible que el colesterol también inhiba otros
pasos en la exocitosis de la insulina (modificado de la ref. 60).

Kn.

Es posible que el colesterol inhiba también, otros pasos en la exocitosis de la
insulina. El colesterol es un componente de la membrana y de los granulos de
secrecion de la insulina, ademas, los microdominios ricos en colesterol (lipid rafts)
ubicados en la membrana plasmatica, son esenciales para la exocitosis (64). Esto ha
llevado a proponer que el colesterol tiene un papel critico en la fusién de los granulos
de insulina. El exceso de colesterol (por ejemplo, en ausencia del transportador

ABCA1) causa la alteracion de las lipid rafts, alterando con ello la exocitosis (60).
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VI. Gen ABCA1

El gen ABCA1 es responsable de la enfermedad de Tangier, una entidad autosémica
recesiva poco frecuente que cursa con niveles muy bajos de HDL-C, formacion de
depdsitos de colesterol en macrofagos tisulares y en otros tejidos, asi como un
riesgo alto de enfermedad coronaria por aterosclerosis (65).

ABCA1 se expresa en una gran variedad de tejidos, en donde podria tener muy
diversas funciones que aun se desconocen. La funcién mas conocida de ABCA1 es
la de promover el eflujo de colesterol y fosfolipidos a través de membranas, asi como
la formacion de particulas de HDL (66).

Recientemente se ha encontrado evidencia de que ABCA1 participa en otros
procesos muy diferentes como la endocitosis, la apoptosis, el trafico vesicular y en
otros mecanismos como la exocitosis de proteinas que carecen de secuencia sefal

en el extremo amino (67,68).

Estructura del gen.

El gen ABCA1 se localiza en el brazo largo del cromosoma 9 (9931.1) y esta
compuesto por 146,581 pb, consta de 50 exones y 49 intrones. El exon 1 codifica
parte de la region no traducida 5’ (UTR) y le sigue un largo intrén de 24156 pb. El
exon 2 codifica el resto del UTR 5’, el coddn de inicio para metionina y los primeros
21 residuos de la regién amino-terminal de la proteina de ABCA1. Con excepcion del
exon 50 con 3454 pb, el tamafio de los exones es relativamente pequefio, con un
rango que va de 33 a 245 pb, mientras que el rango de tamafio de los intrones va de
111 a 24156 pb (69). Se han identificado 62 elementos Alu en las 147 kb del gen de
ABCA1 humano, la mayoria (14 elementos) localizadas en el intrén 1. Se ha

identificado un elemento HERV en el intron 5 (69).

Estructura de la proteina.

El gen ABCA1 codifica para una proteina de membrana dependiente de ATP de 2261
aminoacidos, cuya funcién principal es el transporte de colesterol y fosfolipidos a
través de la membrana plasmatica hacia lipoproteinas de bajo o nulo contenido

lipidico (particulas de HDL nacientes) (70). La proteina consta de 2 subunidades con
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estructura similar (71). Cada una con un dominio transmembranal con seis hélices y
un dominio de union a nucledtidos que contiene 2 regiones peptidicas Walker A 'y
Walker B, conservadas en muchas proteinas que utilizan ATP, ademas de una region

Walker C que es propia de las proteinas ABC (Figura 6) (71).
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Figura 6. Estructura del transportador dependiente de ATP, Subfamilia A, tipo 1
(ABCA1).

El gen ABCA1 codifica para una proteina de membrana dependiente de ATP de 2261
aminoacidos, cuya funcion principal es el transporte de colesterol y fosfolipidos a través de
la membrana plasmatica hacia apoliproteinas de bajo o nulo contenido lipidico. Esta
formada por 2 subunidades con estructura similar. Cada mitad contiene un dominio
transmembranal con seis hélices y un dominio de unién a nucleétidos (NBD nucleotide
binding domian) que contiene 2 regiones peptidicas Walker A y Walker B, conservadas en
muchas proteinas que utilizan ATP, ademas de una region Walker C que es propia de las
proteinas ABC (modificado de la ref. 70).

El extremo amino esta orientado hacia el citosol. Existen 2 asas extra-celulares
grandes, altamente glicosiladas, unidas entre si por uno o mas enlaces entre los
residuos de cisteina (72).

En la célula, la proteina ABCA1 se encuentra predominantemente en forma de
homodimeros ensamblados en el reticulo endoplasmico, en los que los extremos C
se encuentran muy proximos (73). Estas estructuras diméricas pueden transformarse

a estructuras de mayor orden como tetrameros durante el ciclo catalitico de ATP de
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la proteina. Se ha sugerido que los tetrameros de ABCA1 son la estructura funcional

minima requerida para la lipidacion de las particulas de apoA1 (74).

Regulacién de la expresion del gen.

La secuencia del promotor de ABCA1 humano contiene varios sitios de unién para
factores de transcripcidon. Los primeros 250 pb del promotor de ABCA1 son ricos en
G y C (contenido GC superior al 62%). Se identificé también una caja TATA
(TCTATAAAAG) 33 pb aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion (69).

La expresion del gen ABCA1 es tejido-especifico. La expresion de ABCA1 esta
regulada por una red transcripcional altamente sofisticada, mediada por diversos
factores de transcripcidn como PPAR (peroxisome proliferator-activated receptors),
los receptores nucleares hepaticos (LXRa yLXRR) y el receptor nucleolar retinoide
(RXR) (75).

Una sobrecarga de colesterol en la célula induce la transcripcion de ABCA1 mediante
la activacion de LXRa y LXR0 y el receptor nucleolar retinoide (RXR). Los factores
de transcripcion LXR y RXR forman heterodimeros obligados que se unen
preferentemente a elementos de respuesta localizados en el promotor y el primer
intron de ABCA1. Los oxiesteroles y el acido retinoico se unen a LXR y RXR
respectivamente. la union de uno o ambos ligandos puede activar la transcripcion del
gen (76).

En ausencia de inductores de ABCA1 y de apolipoproteinas, el mMRNA y la proteina
son rapidamente degradados (77). Existen muchos factores metabdlicos que
modulan la velocidad de degradacion de la proteina, ya sea por el sistema de
calpainas o por otros procesos. La interaccion con apolipoproteinas retrasa

dramaticamente la velocidad de degradacion de ABCA1 (78).

Variabilidad del gen ABCA1.

Muchos factores influyen en la modulacién de los niveles de HDL-C, los cuales se
incluyen el consumo de tabaco, el consumo de alcohol y la actividad fisica (79).
Ademas, se ha descrito el efecto de diversas mutaciones del gen ABCA1 como
moduladores de los niveles de colesterol HDL en plasma. En dos estudios extensos,

se encontré que entre el 10 y el 16% de los individuos con HDL bajo presentan

25



mutaciones en ABCA1 (80).

El SNP -14C>T del promotor y la variante R1587K de ABCA1 se han asociado con
niveles bajos de HDL (81,82), mientras que las variantes no sinénimas V771M, V825l
y 1883M de ABCA1 se han asociado con elevados niveles de HDL (83,84).

En dos estudios, se analizaron los efectos funcionales de diferentes SNPs in vitro
(85,86), demostrando que, las variantes 1883M y S1731C disminuyen
significativamente el eflujo de colesterol, mientras que los SNPs V771M y V825I

parecen incrementarlo.
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Figura 7. Actividad in vitro de la variante -565C>T del promotor del gen ABCA1

En 2005, Kyriakou et al. (91) encontraron asociacion entre el SNP -565 C>T y el desarrollo
de aterosclerosis severa,ademas de una menor expresion del gen asociada al alelo T.

A la izquierda se encuentra la representacion esquematica de los plasmidos construidos
con 588 pb del promotor de ABCA1 y la regién codificante del gen reportero luciferasa,
cada uno con el alelo C o T en la posicidon -565, respectivamente. A |la derecha se presenta
la actividad de la luciferesa en macrofagos transfectados con el plasmido del promotor
ABCA1. Se observaron diferencias significativas entre los plasmidos de distintos alelos
(modificado de la ref. 91).

La variante R230C se describidé inicialmente como un polimorfismo causal de hipo-
alfa-lipoproteinemia familiar (87). Mas recientemente, la variante R230C se asocio
con una disminucion de los niveles de HDL y ApoA1 en la poblacion mestiza
mexicana (88). Los genotipos R230C/C230C fueron significativamente mas

frecuentes en el grupo con HDL bajo que en el grupo con HDL alto (89). El
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polimorfismo R230C de ABCA1 se ha asociado también con obesidad y con DT2, en
particular, con diabetes de inicio temprano (90).

Se han estudiado también, distintos polimorfismos que afectan la accion del promotor
de ABCA1, como es el caso del polimorfismo -565C>T (rs2422493). En 2005,
Kyriakou et al. (91), encontraron asociacion entre el SNP -565 C>T con el desarrollo
de ateroesclerosis severa y con una menor expresion del gen asociada al alelo T y

ademas con una reduccion, aunque marginal, de los niveles de HDL.
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VII. Estrategias de estudio del componente genético de la obesidad
y laDT2

Existen estudios en familias, gemelos y de adopciéon que apoyan un importante
componente genético en la obesidad. (92,93) Estos estudios han establecido que la
obesidad es altamente heredable, y que el riesgo individual de ser obeso se
incrementa cuando uno de los padres lo es (94). Algunos estudios han informado que
los niflos obesos frecuentemente tuvieron padres obesos. En el 30% de los casos de
nifios obesos, ambos padres son obesos (94).

Los analisis de segregacion familiar han demostrado que la mayoria de las familias
con DT2 presentan un patron de herencia donde los descendientes en primer grado
tienen un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad con respecto al riesgo la
poblacion general. El riesgo aumenta dramaticamente cuando ambos padres la
padecen (38).

La obesidad es un ejemplo importante de un fenotipo complejo, en el cual, el rasgo
surge como resultado de interacciones entre multiples genes, asi como factores
conductuales y ambientales (95). Los factores ambientales juegan un papel
desencadenando la enfermedad al existir factores genéticos de riesgo. Por su parte,
las variantes de riesgo para DT2 en una determinada poblacién pueden no serlo para
una poblacién distinta. El estudio de las regiones cromosémicas identificadas como
loci de susceptibilidad para DT2 en la poblacion caucasica y asiatica ha demostrado
que, aunque clinicamente la DT2 aparenta ser una solo entidad, es de hecho, un
grupo de enfermedades con diferentes causas genéticas (7).

En 1962, Neel (96) propuso la hipétesis del gen ahorrador, en ella plantea que,
ciertas poblaciones descendientes de antiguos cazadores y recolectores tienen
rasgos genéticos que alguna vez confirieron ventajas, ya que promovian el
almacenamiento de calorias en forma de grasa y otros mecanismos que mejoraban
la eficiencia metabdlica, los cuales permitian su supervivencia en tiempos de
escasez de alimento. Pero en la actualidad, donde las provisiones de alimentos son
abundantes y la actividad fisica es minima, esos mismos rasgos se han vuelto

perjudiciales.
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Existen diferentes estrategias para localizar la region cromosdémica y los genes

responsables de la enfermedad, entre los que se encuentran las siguientes.

Analisis de ligamiento.

Se realizan en familias o en pares de hermanos afectados con la enfermedad, con la
idea de que comparten regiones gendmicas no al azar y el propésito es identificarlas,
ya que en estas regiones compartidas pueden encontrarse las variantes genéticas
que favorecen el desarrollo de la enfermedad. Esta estrategia sin embargo, presenta
dos desventajas: tiene poco poder estadistico, lo que dificulta la deteccion de efectos
modestos y en segundo lugar, la resolucion del mapeo es muy baja por lo que, aun
cuando se ha identificado la regién, detectar el gen especifico resulta muy

complicado (97).

Analisis de asociacion. Analisis de genes candidatos.

Existen genes de los cuales se tiene sospecha de su contribucion a la enfermedad,
ya sea por que participan en las vias metabdlicas relacionadas o bien, por que se
cuenta con informacién derivada de modelos animales en los que la alteracion algun
gen, aumenta el riesgo de desarrollar la enfermedad. En los estudios de asociacion
el propdsito es identificar uno 0 mas alelos o haplotipos (conjunto de polimorfismos)
que sean mas frecuentes entre el grupo de pacientes con respecto a un grupo de
controles. Esto es, en estos estudios se compara la frecuencia de distintas variables
genéticas entre individuos afectados y no afectados (disefio caso-control) (97).

Los polimorfismos son responsables de la mayoria de la variabilidad fenotipica en los
seres humanos. Una variante se considera polimorfica si su frecuencia es mayor al
1% en la poblacion general (98).

Las variantes mas abundantes en el genoma son los polimorfismos de un solo
nucleodtido (SNP single nucleotide polymorphisms por sus siglas en ingles), donde se
presenta un cambio de una base por otra en el mismo locus (sitio fijo en el genoma),
lo cual las convierte en variantes dialélicas (dos alelos) y facilita su estudio (98).

Si el SNP se localiza en la region codificante, puede producir un cambio en un
aminoacido dentro de la proteina (mutacion no-sinénima) lo cual puede modificar su

actividad o su funcion. Sin embargo, los SNP's también pueden modificar la
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expresion (transcripcion) del gen, si el cambio ocurre en la region promotora. Aunque
los intrones no se traducen en la proteina, cambios en estas regiones pueden
modificar también la expresion del gen (98).

las variantes genéticas en los genes codificantes de las moléculas responsables de
la regulacion de la energia han sido seleccionados con posibles candidatos como
responsables del desarrollo de la obesidad (99).

En el caso de la obesidad, el estudio de genes candidatos seleccionados por estar
involucrados en la regulacion de la homeostasis de energia y composicién corporal,
ha permitido asociar variantes comunes, sin embargo estas variantes tienen solo
efectos modestos (99). En algunos casos. La posicion de estos genes coincide con
regiones cromosomicas previamente delimitadas en estudios de ligamiento, lo que
reforzaria su posible participacion como genes de susceptibilidad para la obesidad
(100).

En los pasados 10 a 15 afnos se demostré que, mutaciones en genes como el gen de
la leptina (LEP), receptor de leptina (LEPR), la pro-hormona convertasa 1 (PC1) y el
gen de pro-opiomelanocortina (POMC) son responsables de las formas autosémicas
recesivas de obesidad extrema de inicio temprano (101). Estas mutaciones son muy
raras, y ademas de su asociacion con obesidad extrema, conllevan a
manifestaciones fenotipicas adicionales, que incluyen pelo pelirrojo (POMC), baja
fertilidad o inferlidad (PC1, leptina y LEPR), insuficiencia suprerrenal (POMC) y
deficiencia inmunitaria (LEP) (102, 103, 104).

Entre estos genes se encuentran también los receptores de melano-cortina 3 y 4
(MC3R y MCA4R9). Se han estudiado estos genes por su localizacion en el
hipotalamo y por su papel en la via de sefalizacion de la leptina (105). Se han
descrito en humanos, varias mutaciones en el gen de MC4R, y se asociaron con el
fenotipo obeso, especialmente con la obesidad de inicio temprano (106). La variante
I1335S de MC3R resulta en la pérdida completa de funcion del receptor y aparenta

llevar a una ausencia de expresion en la superficie celular (107).

Analisis de asociacion. Analisis de asociacion del genoma completo.
Otra estrategia desarrolla para el estudio de enfermedades complejas son los

estudios de asociacion del genoma completo (GWAS Genome Wide Association
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Studies por sus siglas en ingles). En este tipo de estudio, la posibilidad de detectar
asociaciéon no esta restringida a una sola regién cromosémica ya que se pueden
analizar simultaneamente cientos de miles de marcadores polimoérficos (de 100 mil a
500 mil) localizados a lo largo de todo el genoma en un mismo experimento. Ya que
no se tiene ninguna hipotesis previa sobre la participacion de algun gen en particular,
los estudios GWAS permiten detectar asociaciones nuevas y muchas veces,
inesperadas (108).

En el afio 2007, se publicaron los primeros analisis tipo GWAS para la diabetes tipo 2
y obesidad. Una de las primeras asociaciones publicadas fue el SNP en el primer
intron del gen llamado FTO (109,110,111). Este SNPs fue fuertemente asociado con
diabetes tipo 2, pero esta asociacion se perdié cuando se ajustd por IMC (110). Por
lo tanto, El locus de FTO esta asociado principalmente con la obesidad tanto en
ninos como en adultos y consecuentemente incrementa el riesgo a diabetes tipo 2
(109,110).

Se ha documentado que los estudios GWAS para la obesidad y el indice de masa
corporal son una poderosa herramienta para detectar variantes genéticas relevantes
para estos fenotipos. Se han identificado variantes en genes independientes con un
efecto pequefio sobre el peso corporal, sin presentarse ambiguedad en 17 regiones
genéticas hasta la fecha (112).

Se ha reportado una variante de alta penetrancia en obesidad, inicialmente
observada en 31 sujetos que eran heterocigotos para una delecién de al menos 593
Kb en el cromosoma 16p11.2 y que incluye deficiencias cognitivas. 19 deleciones
similares se identificaron a partir de los datos de GWAS en 16,053 individuos de 8
cohorte europeos. Estas deleciones estaban ausentes en los controles no obesos y
representaba el 0.7% de los casos de obesos mérbidos (113).

Los SNPs han sido de gran utilidad para el analisis masivo de polimorfismos en
diferentes genes candidatos, en busqueda de asociaciones con DT2. En dos
distintos trabajos en donde se utilizoé esta estrategia, uno de ellos analizé 398 SNPs
de 120 genes candidatos en la poblacion japonesa, mientras el otro analizé 152
SNPs en 71 genes candidatos en individuos caucasicos. Ambos estudios

encontraron que la DT2 estaba asociada a un numero pequefio de genes, algunos
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de ellos involucrados en el funcionamiento de la célula B3, tales como HNF-4a o
GLUT-2 (SLC "A”) y otros involucrados en la accion de la insulina como el gen del
receptor de la insulina (114).

Por otra parte, por medio de los estudios de ligamiento del genoma completo se
demostré la presencia de diferentes loci de susceptibilidad a DT2 en diversos grupos
étnicos. El mapeo de genes ha permitido identificar mas de 30 regiones
cromosémicas que contienen una o mas genes de susceptibilidad para la DT2. Por
ejemplo, en la poblacion México-americana se detectaron senales positivas en los
cromosomas 2, 3, 4, 9, 10 y 15 (115). Una vez que una regién cromosémica de
susceptibilidad ha sido identificada, el siguiente paso es encontrar el gen o genes
relacionados con la enfermedad contenidos en esa regidn. Esta es una tarea
laboriosa y ha la fecha, a permitido identificar solo el gen de la calpaina-10 y el gen
del factor de transcripcién TCF7L2 como importantes genes de susceptibilidad a DT2

en la poblacién México-americana y en la poblacion europea respectivamente (115).

Definicion de las causas genéticas de DT2 y obesidad en la poblacion
mexicana.

Al momento de su identificacidn, la funcion del gen FTO era desconocida y por lo
tanto, hubo mucho interés en determinar si FTO era el gen causante fundamental de
obesidad (116). En al actualidad, se sabe que FTO codifica para una desmetilasa
dependiente de 2-oxoglutarato de acidos nucleicos (117). EI gen FTO humano es
ampliamente expresado tanto en el tejido fetal y el tejido adulto incluyendo el tejido
adiposo, donde los niveles mas altos relativos se han encontrado en el cerebro y en
los islotes pancreaticos (110), sin embargo el papel de FTO en la obesidad sigue
siendo materia de estudio (118).

Se ha observado que los polimorfismos de FTO confieren una asociacion altamente
significativa con la obesidad particularmente con el tipo lll, sugiriendo que FTO es
uno de los principales genes de susceptibilidad para la obesidad morbida en al
poblacién mexicana (118).

Se han buscado asociaciones con las variantes de FTO con varios parametros
metabdlicos por varios autores con resultados inconsistentes. En una muestra

grande de individuos caucasicos, Freathy et al. (119) encontraron asociacion entre el
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alelo A del SNP rs9939609 de FTO con insulina aumentada, glucosa y triglicéridos
elevados, y con niveles bajos de HDL. Sin embargo, no se observaron asociaciones
cuando se hace el ajuste por IMC.

En México se encontré6 que el gen FTO es un factor de riesgo para obesidad
(particularmente con obesidad clase Ill) en la poblacion mestizo mexicana y con una
sobreregulacién en el tejido adiposo subcutaneo en individuos en los obesos clase Il
(118).

A la fecha se han obtenido asociaciones positivas en los genes TCF7L2 rs12255372
(120) y ABCA1 rs9282541 [R230C] (89) en la poblacién mestiza mexicana.

Por su parte, el polimorfismo R230C del gen ABCA1, un cambio de una arginina por
una cisteina, se ha asociado con niveles bajos de colesterol HDL y con un
incremento en el indice de masa corporal y obesidad (89). El polimorfismo ademas,
esta significativamente asociado con el sindrome metabdlico y en una muestra
especifica, individuos con el alelo C230 tiene 4.5 veces de incremento en el riesgo
para DT2, el riesgo se mantuvo significativo aun después de ajustar por colesterol
HDL, IMC, nivel de apoA-1 y ancestria. En 2 grupos adicionales de individuos
mexicanos, se encontré que el polimorfismo R230C de ABCA1 esta en asociacion
significativa con DT2, en particular con diabetes tipo 2 de inicio temprano (90).

La alta prevalencia de diabetes en México sugiere que la poblacion mexicana
presenta una alta susceptibilidad a desarrollar la enfermedad. La influencia de los
factores ambientales tales como el cambio en el estilo de vida y la migracion de
zonas rurales hacia areas urbanas asi como la adquisicion de habitos alimenticios
mas occidentales han incrementado el riesgo de adquirir diabetes en México (115).
Se ha analizado la participacién de genes antes asociados con diabetes tipo MODY
en un grupo de pacientes mexicanos con DT2, encontrando que estos genes solo
explican el 10% de los casos de diabetes de inicio temprano en esta poblacion,
ademas del polimorfismo de alto riesgo para esta poblacion del gen de calpaina-10.
También han encontrado evidencia de la presencia de dos genes de susceptibilidad
mas. Se ha identificado un haplotipo de 3 SNPs en el exén 7 del gen HNF-1a en
pacientes con diabetes de inicio temprano y han encontrado que el polimorfismo

P12A del gen PPAR-y tiene asociacion con el desarrollo de DT2 y nefropatia (115).
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VIIl. Justificacion

La obesidad ha sido considerada desde 1998 como una epidemia mundial debido a
que existen mas de 1 billon de adultos con sobrepeso y por Io menos 300 millones
de éstos son obesos (1).

La prevalencia de la obesidad clinicamente severa (obesidad morbida) esta
incrementandose mas rapidamente que la obesidad no mérbida (26).

En México, la prevalencia de la obesidad morbida en mujeres aumenté en un 48%
(de 2.5% en el ano 2000 a un 3.7% en el 2006). En este mismo periodo de tiempo,
en hombres, la prevalencia de obesidad mérbida fue aumentando, pero fue menor
que aquella observada en mujeres (de 0.9% a 1.1%) (26).

Por su parte, la prevalencia de diabetes en México se ha incrementado al menos 10
veces en los ultimos 25 anos y la obesidad es considerada el principal factor de
riesgo para desarrollar DT2 (5).

El transportador ABCA1 es el principal mediador en el proceso de transporte reverso
del colesterol, en el cual, el colesterol de las células periféricas es transportado hacia
el higado para su eliminacion (67).

Los niveles bajos de colesterol HDL se han asociado con el desarrollo de obesidad y
de enfermedad coronaria, ademas, la acumulacion cronica de colesterol al interior de
la célula 3 y el fendmeno de lipotoxicidad por colesterol se han relacionado con la
patogénesis de la DT2 (91).

En 2005, Kyriakou et al. (91), encontraron asociacion entre el SNP -565C>T de
ABCA1 con el desarrollo de aterosclerosis severa, ademas describieron el efecto
funcional de esta variante del promotor, en donde la presencia del alelo T se asocié
con menor expresion del gen.

En la poblacion mexicana, se reportd la asociacion del polimorfismo R230C de
ABCA1 con obesidad y con DT2 de inicio temprano (88,90) asi como con niveles
bajos de colesterol HDL en la poblacion mexicana (89). Sin embargo, para el SNP
-565C>T de ABCA1 se desconoce su frecuencia en la poblacion mestiza mexicana,
ademas de sus posibles asociaciones a distintos rasgos metabdlicos y fenotipos

clinicos.
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Considerando que este polimorfismo es comun en otras poblaciones y que se ha
relacionado a la disminucién en la expresion del gen ABCA1, es posible que participe
en el desarrollo de la obesidad, la diabetes tipo 2 y la disminucién en los niveles de
HDL, entre otros rasgos metabdlicos, en sujetos de poblacidn de la mexicana. Por lo
tanto, este proyecto nos propusimos determinar la frecuencia de esta variante en una
muestra de poblacion abierta, describir su posible asociacion a distintos rasgos
como la obesidad y la obesidad mérbida en grupos de sujetos caso/control, ademas
de describir la frecuencia de la variante en subgrupos bien determinados de

pacientes con DT2.

IX. Hipétesis

Considerando que existen variantes genéticas que afectan la funcién de la proteina
ABCA1 y que han sido previamente asociadas con el desarrollo de la obesidad, la
DT2 y con niveles bajos de HDL en la poblacion mestiza mexicana, es posible que la
variante -565C>T del promotor de ABCA1, que resulta en la disminuciéon en la
expresion del gen, también pudiera asociarse con algunos de estos rasgos en la

poblacién mexicana.
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X. Objetivos

. Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo -565C>T de
ABCA1 en una muestra de sujetos mestizos mexicanos de la poblacion

abierta.

. Determinar y comparar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo

-565C>T de ABCA1 en sujetos obesos y sujetos delgados.

. Determinar y comparar las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo

-565C>T de ABCA1 entre sujetos obesos con y sin obesidad mérbida.

. Determinar y comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de este
polimorfismo entre obesos modrbidos metabdlicamente sanos y no-

metabodlicamente sanos.

. Determinar y comparar las frecuencias alélicas y genotipicas de este

polimorfismo en subgrupos bien caracterizados de pacientes con DT2.

. Estudiar el potencial efecto de la variante -565C>T de ABCA1 sobre los
niveles plasmaticos de HDL-C y otras variables de interés como colesterol
total, LDL y glucosa en los distintos grupos de sujetos delgados, obesos y

obesos moérbidos.
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Xl. Diseno experimental y metodologia.

Una variable alélica se define como un cambio en la secuencia del DNA que puede o
no tener un efecto funcional. Esto es, generar cambios en la funcion de la proteina
para la cual codifican, o bien, afectar la actividad transcripcional o el precesamiento
del mRNA.

Las variantes de secuencia asociadas a distintos rasgos fenotipicos o patolégicos
(variantes de riesgo) pueden tener o no efecto funcional. Es decir, puede existir
asociacién a una o mas variantes genéticas en un determinado /ocus, por encontrase
cercanas entre si. Entonces decimos que se encuentran en desequilibrio de
ligamiento, es decir que siempre se heredan juntas ya que por su cercania fisica es
poco probable que existan eventos de recombinacion.

Los individuos que tengan un alelo con la variante de riesgo en ambos cromosomas
homodlogos, se llamaran homocigotos para el alelo de riesgo. Aquellos que solo
tengan el alelo con la variante de riesgo en uno de los cromosomas, seran llamados
heterocigotos para el alelo de riesgo. Por su parte, los individuos que no tiene
ninguno de los cromosomas con la variante de riesgo se les denomina, homocigoto
comun. En ocasiones, el efecto de la mutacién es muy discreto, y/o su frecuencia en
la poblacion es muy baja, por lo que una muestra pequefia puede no ser suficiente

para evidenciar asociacion.

Poblacién abierta.

En este trabajo se propuso describir las frecuencias alélicas y genotipicas del SNP
-565C>T de ABCA1 en individuos mestizos mexicanos de la poblacion abierta, para
lo cual se analizaron individuos captados a través de la Encuesta Nacional de Salud
(ENSA) realizada en el ano 2000.

Brevemente, la ENSA 2000 se traté de un estudio de poblacion abierta que incluyo
hombres y mujeres provenientes de 400 ciudades y municipios de toda la republica.
La muestra fue representativa de la poblacion mexicana la en cuanto a distribucion
geografica, de edad y de género. Los datos demograficos y el historial médico fueron

recabados por medio de un cuestionario estandarizado.

37



Para propositos de este estudio, se incluyeron unicamente muestras de individuos

que presentaron entre 9 y 12 horas de ayudo. Se estudiaron 100 individuos, 50

hombres y 50 mujeres seleccionados al azar, sin que hubiera sesgo de educacion,

edad, nivel socioecondmico o la region de procedencia.

Poblacién caso-control para el estudio de obesidad.

Los sujetos fueron captados a través del departamento de Endocrinologia y

metabolismo del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

(INCMNSZ) como parte de un protocolo cuyo objetivo es identificar la participacion

de distintos genes en la fisiopatologia de la obesidad. Los criterios de inclusion se

presentan en la Tabla 2:

Tabla 2. Criterios de inclusién para el estudio de asociacion caso-control para obesidad.

Obesos Delgados
Sujetos con obesidad, diagnosticados por Sujetos delgados, clasificados por presentar
un IMC > 30 Kg/m? y < 40 Kg/m?2. un IMC > 18.5 Kg/m? y < 25 Kg/m?.
Edad entre 30 y 60 afios. Edad entre 30 y 60 afos.

Sujetos no relacionados (sin parentesco). Sujetos no relacionados (sin parentesco).
Mexicanos de al menos 3 generaciones.  Mexicanos de al menos 3 generaciones.

Criterios de exclusion:

1.
2.

Sujetos con diagndstico confirmado de DT2 al inicio del estudio.

Sujetos que estén recibiendo terapia hormonal con estrogenos,
progestagenos o mezcla.

Sujetos que se encuentren recibiendo tratamiento para la obesidad al inicio
del estudio, ya sea de tipo farmacoldgico (sibutramina, orlistat, anfetaminas,
anorexigénicos, diuréticos) y/o regimen de dieta con un nutriélogo y/o que

realice mas de 3 horas de ejercicio en 3 0 mas seciones semanas.

. Sujetos con patologias que causen edema (cirrosis hepatica, insuficiencia

cardiaca congestiva, insuficiencia renal cronica).
Sujetos con sindromes hereditarios que incluyan la obesidad como uno de sus

rasgos fendétipicos: pseudohipoparatiroidismo, Prader-Willi, PW-like, Borjeson-
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Forssman-Lehman, Bardet-Biedl, Angelman, Sindrome de Alstrom, y Wilson-
Turner.
6. Sujetos cuyo cuestionario tenga escasa informacion o que no haya firmado el

consentimiento informado.

Poblacién de sujetos con obesidad moérbida.

Se incluyeron individuos obesos morbidos, los cuales acudieron al INCMNSZ para
recibir tratamiento para su obesidad. Estos individuos fueron reclutados tomando
como unico criterio un indice de masa corporal mayor a 40 Kg/m?. Solo se incluyeron
en el estudio a aquellos individuos que no hubieran desarrollado DT2 al inicio del
estudio.

Para fines de analisis, los obesos moérbidos fueron divididos en dos subgrupos
dependiendo si cumplian con las caracteristicas establecidas para el fenotipo de
obeso metabdlicamente sano (MHO por sus siglas en ingles, Metabolically Healthy
Obese), siendo aquellos individuos que, a pesar de tener un indice de masa corporal
superior a 40 Kg/m? tienen niveles saludables de HDL (mayores a 40 mg/dL) y no
presentan complicaciones como la hipertensién arterial. Los que no cumplian con

estas caracteristicas se clasificaron como No-MHO.

Subgrupos de pacientes diabéticos y controles.

Con el fin de determinar la frecuencia de la variante -565C>T de ABCA1 en
individuos con diabetes tipo 2, se analizaron distintos subgrupos de pacientes con
caracteristicas especificas. Cada subgrupo esta determinado por la edad de inicio de
la enfermedad, su asociacion con obesidad o el grado de disfuncion de la célula 3
pancreatica.

De esta forma, se incluyeron hombres y mujeres mayores de 18 afios de los cuales:
a) 30 individuos con DT2 de inicio temprano y 30 de inicio tardio (definidos como
individuos diagnosticados antes o después de los 45 anos de edad, respectivamente)
b) 30 individuos con DT2 obesos y 30 no obesos de acuerdo a los valores de IMC y
c) 62 pacientes con disfuncién secretoria de la célula 3 (indice secretorio menor al
20% de acuerdo a valores de HOMA-R).

Ademas, se incluyeron 60 sujetos control para diabetes, hombres y mujeres con
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niveles normales de glucosa en ayuno, sin antecedentes de familiares de DT2 en
primer grado o abuelos y una edad mayor de 45 afios. Los controles estan divididos
en 30 obesos (IMC > 30 Kg/m?) y 30 no obesos (IMC > 18.5 Kg/m? y < 25 Kg/m?).

Todos los participantes son mexicanos de al menos 3 generaciones y han firmado la
carta de consentimiento informado.

Esta parte del proyecto tuvo un propdésito exploratorio y descriptivo por lo que solo se
incluyo un numero reducido de individuos bien caracterizados. Por lo tanto, en la
seccion de resultados solo se analizaron las frecuencias alélicas y genotipicas del

SNP en los distintos grupos de estudio.

Determinacion de los parametros clinicos y bioquimicos.

La presion arterial se midid6 con el sujeto en la posicion supina después de un
descanso de cinco minutos. La altura y el peso corporal se midié en una balanza
calibrada. El IMC fue calculado como el peso (Kg) dividido por la altura en metros al
cuadrado (m?). La circunferencia de cintura se midié en el punto medio entre el punto
mas alto de la cresta iliaca y la parte mas baja del reborde costal en la linea axilar
media. Se extrajo una muestra de sangre por personal capacitado y el suero se
congeld en hielo seco hasta el momento de analizarlo.

Todas las mediciones bioquimicas se realizaron en el Departamento de
Endocrinologia y Metabolismo de lipidos del IMCMNSZ utilizando procedimientos
estandarizados y reactivos comerciales. La glucosa sérica se midio utilizando el
método de la glucosa oxidasa. Los niveles plasmaticos de colesterol total (CT) y
triglicéridos (TG) se midieron a través de métodos enzimaticos (Boehringer-
Mannheim). Los niveles plasmaticos de HDL se midieron usando acido fosfotungstico
y Mg*. Los niveles de insulina se midieron por radioinmunoanalisis (RIU) y los
niveles de apoA-l y apoB se midieron con un reactivo comercial (Beckman).

La diabetes se diagnostico cuando la glucosa plasmatica en ayuno era mayor a 126
mg/dl de acuerdo con los criterios de la ADA (American Diabetes Association por sus
siglas en ingles). La obesidad abdominal se definié por la presencia de un aumento
de la circunferencia de cintura ( > 90 cm en hombres y > 80 cm en mujeres). La

hipertension se diagnosticé cuando la presion arterial era > 140/90 mm Hg.
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También se calcularon los indices de evaluacion del modelo homeostatico HOMA.
Dichos indices se calculan a partir de los datos de glucosa e insulina en ayuno para
los pacientes diabéticos.

El HOMA 3 permite evaluar el grado (porcentaje) de disfuncién de la célula 3, HOMA
IR determina la resistencia a la insulina y el HOMA S determina el porcentaje de
sensibilidad a la insulina por parte de los 6rganos blancos.

Su férmulas son las siguientes:

HOMA 3 (% de disfuncion de la célula ) = 20 x insulina / glucosa — 3.5
HOMA IR (resistencia a la insulina) = insulina x glucosa / 405
HOMA S (sensibilidad a la insulina) =1 /HOMA IR

Donde: glucosa (mg/dL) e insulina (uU/mL).

Extracciéon de DNA a partir de sangre venosa (QlAamp 96 plates blood kit
Qiagen®).

El primer paso consiste en romper la membrana de los leucocitos presentes en la
muestra y de sus nucleos que contienen el DNA. Esto se logra utilizando proteasas,
detergentes, soluciones hiperosméticas o congelamiento.

Una vez liberado el DNA, es necesario inactivar las nucleasas que lo puedan
degradar, esto se realiza agregando quelantes que pueden eliminar los cofactores de

estas enzimas o con la adicion de proteinasa K.

La técnica consiste en los siguientes pasos:

1. Descongelar las muestras y organizar la lista de las muestras.
Adicionar 20 pl de proteasa Qiagen® en los pozos de la placa 1.
Agitar la sangre y adicionar 300 ul a cada pozo.

Agregar 300 ul de amortiguador de lisis AL Qiagen® a cada pozo.

Tapar cada pozo y agitar vigorosamente por 5 min.

o g B w D

Centrifugar a 1,512 x g para bajar la mezcla de reaccion e incubar a 70 °C por
15 min.

7. Retirar de la estufa y volver a agitar vigorosamente por 5 min.
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8. Centrifugar a 1,512 x g y volver a incubar a 70 °C por 15 min.

9. Pasar toda la muestra a la placa de columnas y tapar con maya cuidando que
ajuste perfectamente.

10.Colocar la placa de columnas en la placa colectora y centrifugar a 2,363 x g
por 15 min.

11. Retirar la maya y agregar 750 ul de amortiguador de lavados 1 AW1 Qiagen®.

12.Volver a colocar la malla y centrifugar a 2,363 x g por 5 min.

13. Retirar la malla y agregar 750 ul de amortiguador de lavados 2 AW2 Qiagen®.

14.Volver a colocar la malla y centrifugar a 2,363 x g por 15 min.

15. Agregar 300 ul de amortiguador de elucion AE Qiagen® y colocar en la placa
de elucion.

16. Centrifugar por 6 min a 2,363 x g.

17.Etiquetar tubos eppendorf y transferir el volumen de la muestra de la placa de

elucion al tubo correspondiente.

Cuantificacion del DNA (espectrofotometria).

Debido a que las bases nitrogenadas cuentas con cadenas ciclicas de carbono,
estas moléculas pueden absorber luz a una longitud de onda de maxima absorbencia
de 260 nm. El espectrofotdmetro es un instrumento que proyecta un haz de luz con
la longitud de onda deseada a través de la muestra y asi mide la “cantidad” de luz
que esta absorbe. A mayor luz absorbida, mayor es la concentracion de la sustancia
presente en la muestra.

El Nanodrop fue el espectrofotometro utilizado, el cual no requiere de celtas para la
cuantificacion de la muestra, sino sélo 1 ul para la medicién. Y tiene una sensibilidad
de 5 a 3,000 ng/pl.

Para su uso, el equipo cuenta con un programa de computadora para su operacion,
una vez que el equipo es conectado a la computadora por medio de un puerto USB,
se procede a abrir el programa. En el programa se selecciona el analito que se
desea cuantificar (DNA de doble cadena) y posteriormente se fija el blanco (el blanco
contiene todos los componentes del medio menos la sustancia a cuantificar, en este
caso, DNA de doble cadena) se carga 1 pl de la muestra, se realiza la medicién y se

registra el resultado. Al finalizar se lava el equipo con agua miliQ®.
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Revision de la integridad del DNA (electroforesis en gel de agarosa).

La electroforesis es un método en el que se utiliza la corriente eléctrica con la

finalidad de separar las moléculas en relacién a su tamafo y carga a través de una

matriz de poro variable.

Como el DNA tiene una carga neta negativa, al estar presente en un campo eléctrico

experimenta una fuerza de atraccién hacia el polo positivo. El gel de agarosa

consiste en un polimero soluble de alto peso molecular que conforma un tamiz por el

cual, migran los solutos y retarda su paso. Las cadenas de DNA de mayor longitud

atraviesan la membrana de forma mas lenta que las cadenas de menor numero de

nucledtidos, lo que permite separarlas.

Los pasos a seguir para realizar esta técnica son los siguientes:

1.

Preparar el amortiguador de corrida TAE 50x: agregar 242 g de Tris-Base, 57
mL de Acido acético glacial y 100 ml de EDTA 0.5M. llevar a un volumen de
1000 ml.

2. Preparar una dilucidn de amortiguador de corrida TAE 1x.

3. Preparar el gel de agarosa al 2% (pesar 0.6g de agarosa y disolver en 30 ml

de TAE 1X).

4. Fundir el gel hasta generar una mezcla homogénea.

5. Agregar 0.7 pl de bromuro de etidio (el bromuro de etidio es un agente

intercalante del DNA que al ser expuesto a la luz ultravioleta brilla de tal forma

que permite observar el DNA presente en la muestra).

6. Mezclar y vaciar en el molde, colocar los peines y dejar enfriar.

7. Quitar los peines y sacar del molde. Posteriormente colocar el gel en la

camara de electroforesis.

8. Cubrir con amortiguador de corrida TAE 1x.

9. Preparar la muestra (mezclar 1-3 yl de muestra con 1 uyl de amortiguador de

carga, el amortiguador de carga en una mezcla de alta densidad que permite

que la muestra permanezca dentro del pozo del gel) y cargar en los pozos.

10.Cerrar la cdmara y conectar a la fuente de voltaje.

11. Correr la muestra por 30 min aproximadamente.

12.Retirar el gen y observar en el transluminador UV.
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Amplificacion de la region promotora del gen ABCA1 para la evaluaciéon del
SNP -565C>T de ABCA1 (reaccién en cadena de la polimerasa).

PCR (Polymerase Chain Reaction por sus siglas en ingles) o reaccién en cadena de
la polimerasa es una técnica de biologia molecular descrita en 1986 por Kary Mullis,
técnica de eleccion para la amplificacion in vitro de secuencias de DNA de cualquier
origen. En ella, se imita la habilidad natural de la célula de duplicar el DNA, utilizando
una polimerasa que puede trabajar a temperaturas muy elevadas, que proviene de la
bacteria Thermus aquaticus que vive en altas temperaturas (79°C a 85°C) de ahi su
nombre comercial mas conocido: Taq polimerasa.

En el tubo simulamos lo que sucede en la célula cuando se sintetiza el ADN, para
hacerlo se agregan la polimerasa, el ADN del organismo de estudio, los
oligonucledtidos (también llamados primers, iniciadores o0 cebadores),
desoxinucledtidos trifosfatados (ANTPs) y las condiciones para que actue la enzima
(pH especifico, magnesio [Mg?*], KCI).

El siguiente paso es colocar los tubos en una aparato llamado termociclador que
sirve para calentar y enfriar los tubos de forma rapida y muy precisa. Se utilizan 3
fases o temperaturas en la reaccién. La primera es a 95°C y es llamada
desnaturalizacion, durante la cual las dobles cadenas de ADN se abren
(desnaturalizan) quedando como cadenas sencillas. Luego el termociclador ajusta la
temperatura en un rango de entre 40° C y 60° C llamado de alineamiento; a esta
temperatura se unen los oligonucleétidos a su secuencia complementaria en el ADN
gendmico, creando una pequefia regidn de doble cadena donde la polimerasa se
puede unir y comenzar a copiar en sentido 5' a 3'. Al agregar una base mas, se
estabiliza mas la unién del oligonucledtido, permaneciendo ahi para el siguiente paso
conocido como elongacion o polimerizacion, donde se eleva la temperatura a 72° C
(temperatura donde la polimerasa alcanza su maxima actividad) y continua la
sintesis del fragmento, completandose un ciclo de amplificacién.

Posteriormente, la sintesis exponencial de un determinado fragmento de DNA se
logra repitiendo este ciclo de desnaturalizacion, alineamiento de oligonucledtidos y
extension de 25 a 35 veces. Cabe mencionar que se programan 2 pasos mas, uno al
inicio de 96° C durante varios minutos para iniciar con la desnaturalizacién y otra al

final de los ciclos, un paso elongacion de 72° C mas prolongado, para permitir que la
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taq polimerasa termine de sintetizar los fragmentos que puedan haber quedado
incompletos.

Para el disefio de los oligonucledtidos, se partié de la secuencia publicada en NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para el gen de ABCA1 y su region promotora,
utilizando el software para el disefio de oligonucleétidos disponible en la red en las

siguientes direcciones:
1. Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

2. Primer3 (v. 0.4.0) Pick primers from a DNA sequence.
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/

3. UCSC Genome Bioinformatics
http://genome.ucsc.edu/index.html?org=Human&db=hg18&hgsid=134679496

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para amplificar la
region promotora del gen ABCA1.

Primer sentido 5TTGTTTTTGTGGCCTCCTTC &
Primer antisentido 5 CCAGTGGAATTTGCTTCCTC 3’
Tamano del fragmento: 367 pb
Temperatura de alineamiento: 58.0°C

Para el llevar a cabo la reaccion de PCR se sigui6 el siguiente protocolo:

1. Preparar la mezcla de reacciéon en un tubo eppendorf de acuerdo a los
volumenes indicados en la tabla 2, sin agregar el DNA. Este se agrega en
cada tubo de PCR. Dependiendo de los reactivos con que se cuente en el
laboratorio, se puede realizar la realizar el procedimiento usando Taq Gold o
Master Mix. Si se realizan 2 reacciones de PCR se hacen los calculos para 3
mezclas de reaccion y evitar quedarse sin mezcla al pasar a los tubos de
PCR.

2. los tubos de PCR se llevan al termociclador previamente programado de
acuerdo con la tabla 3.

3. Terminado el PCR se revisan las muestras en geles de agarosa para

corroborar si hubo amplificacion.
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Tabla 4. Volumenes para la preparacion de la
mezcla de reaccion para la reaccion de PCR.

Reactivos = Volumen (uL) Volumen (pL)

Buffer de PCR 2.5 -—-
Mg 2+ 0.8
dNTPs 1.0
Oligos 0.5 clu 1.5 clu
Agua miliQ 17.5 40
Taq Gold 0.25* -—-
Master Mix*** - 5.0*
Total 22.5 12.0
DNA purificado 2.5% 3.0*
Volumen Final 25.0 15.0

Nota:

* La Taq Gold® (Taq polimerasa) o la Master Mix se agregan al final, para evitar que sean
contaminadas.

** ElI DNA de cada muestra se agrega a cada tubo de PCR.

*** La Master Mix (Hot Star Taq Master mix kit®) es un producto comercial que contiene todos los

reactivos para el PCR excepto los oligonucledtidos.

Tabla 5. Ciclo de amplificacién del fragmento
del promotor de ABCA1.

1. Desnaturalizacion inicial 96°C por 6 min
Desnaturalizacion 95°C por 30 seg
2. 35 ciclos Alineacion 58°C por 30 seg
Amplificacion 72°C por 30 seg
3. Amplificacion final 72°C por 10 min

Purificacion en columna de membrana (QlAquick PCR purification Kit,
QIAGEN).

Posterior a la amplificacion del fragmento de PCR, es necesario purificarlo, para
eliminar principalmente los restos de oligonucledtidos que no reaccionaron y que

pueden interferir con la reaccién de incorporacién (secuenciacion directa).

Para esto, se desarrolla el siguiente procedimiento:
1. Agregar 5 volumenes de amortiguador PB Qiagen® a la reaccion de PCR,
mezclar y transferir la mezcla en el centro de la membrana de la columna.

2. La columna se coloca en un tubo colector y se centrifuga a maxima velocidad
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(12,303 x g) por 1 min.

3. Eliminar el sobrenadante y centrifugar a 10,483 x g por 1 min.

4. Agregar 600 yl de amortiguador de lavados y centrifugar a 10,483 x g por 1
min.

5. Eliminar el sobrenadante y centrifigar a maxima velocidad por 1 min.

6. Transferir la columna a un tubo eppendorf rotulado correctamente.

7. Agregar 20 pl de agua MilliQ en el centro de la membrana e incubar por 5 min
a temperatura ambiente.

8. Centrifugar por 1 min a 10,483 x g para recuperar la muestra.

9. Revisar la concentracion de la muestra por electroforesis en gel de agarosa.

Secuenciacién del fragmento e identificacion de la variable -565C>T de ABCA1
(secuenciaciéon automatizada).

La secuenciacion directa del fragmento de PCR del promotor de ABCA1 se realiza
utilizando un secuenciador marca Applied Biosystems® de electroforesis capilar.
Durante la reaccién de incorporacion, se van generando fragmentos de distintos
tamanos cuyo ultimo nucledtido estd marcado con un fluoréforo. Al realizarse la
electroforesis capilar, los fragmentos de un nucleétido de diferencia se van alineando
de menor a mayor antes de pasar por la ventana de deteccién. Uno a uno, los
nucledtidos marcados con un fluoréforo, pasan por una ventana donde un laser los
excita y emiten fluorescencia. La longitud de onda de emision dependera de la
estructura quimica del fluor6foro con el que este marcado cada nucleétido (R6G para
adenina, ROX para citosina, R110 para guanina, TAMRA para timina). La longitud de
onda de emision asi como su intensidad son detectados por un mecanismo sensible
a la fluorescencia.

Esta informacion es transferida a una computadora que crea un registro grafico en 4
colores (cada uno identifica uno de las cuatro bases nitrogenadas) llamado
electroferograma. Este registro muestra la secuencia de los nucleétidos amplificados

por una PCR.

Las condiciones experimentales para la secuenciacién automatizada del DNA son las

siguientes:
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1. Preparar la reacciéon de incorporacién (DNA Sequencing kit BigDye Terminator

v 3.1, Applied Biosystems®) segun la siguiente tabla:

Tabla 6. Volumenes para la preparacion de
la mezcla de reaccion para la reaccion de
Incorporacion para secuenciacion directa.

Reactivos Volumen (pL)
Amortiguador** 3.0
Oligo* 3.0
Agua miliQ c.b.p. 20
BigDye*** 1.0
DNA purificado equivalente a 20ng
Volumen Final 20.0

Nota:

* Solo se agrega uno de los oligonucleétidos ya que solo se va a secuenciar una de las cadenas, ya
sea la cadena molde o la complementaria.

** El Amortiguador de reaccién contiene los nucledtidos marcados con fluoréforos, por lo que la
reaccion debe de protegerse de la luz.

*** E| BigDye® contiene la polimerasa y debe agregarse al final para evitar contaminarla.

2. Las condiciones de la reaccion de amplificacion se presentan en la siguiente
tabla. El ciclo siempre es el mismo sin importar el tamafo del fragmento. Una

vez terminada la reaccion, las muestras deben protegerse de la luz (Tabla 7).

Tabla 7. Ciclo de PCR para la reaccion de
incorporacion.

1. Desnaturalizacion inicial 96°C por 3 min
Desnaturalizacion 95°C por 15 seg
2. 35 ciclos Alineacion 52°C por 10 seg
Amplificacion 60°C por 2 min
3. Amplificacion final 60°C por 3 min

3. Purificar los productos de la reaccién de incorporacion en columnas de
Sephadex (CentriSep, Applied Biosystems®). Para ello, se deben hidratar las
columnas de Sephadex con 700 uL de agua MilliQ y homogeneizar con ayuda
del vortex, evitando la formacion de burbujas. Se dejan reposar por 1 hora a

temperatura ambiente y posteriormente, se centrifugan a 655 x g por 1 min

48



para retirar el exceso de agua.

4. Se colocan las columnas ya hidratadas en tubos eppendorff etiquetados y se
transfiere todo el volumen de la reaccién de incorporaciéon a la columna,
evitando tocar las paredes. Centrifugar por 1 min a 655 x g.

5. Se secan los productos ya purificados en el rotoevaporador con vacio y
calentamiento.

6. Una vez secos, los productos se resuspenden en 16 pl de una solucion de
formamida Hi — Di (Applied Biosystems®) y se colocan en una placa de 96
pOZos.

7. Los productos se desnaturalizan en el termociclador a 95° C por 2 min e
inmediatamente después, se llevan a 4° C.

8. Se transfiere la placa al secuenciador y se realiza la electroforesis capilar
utilizando amortiguador TBE 1X y matriz de acrilamida (POP6, Applied
Biosystems®).

Genotipificacion de las muestras (discriminacion alélica por PCR en tiempo
real con sondas TagMan®).

La enzima Taq polimerasa no posee actividad correctiva de exonucleasa 3'-5' pero si
tiene actividad de exonucleasa 5'-3'. Esta propiedad puede aprovecharse para
facilitar la deteccion de alelos especificos. La técnica de PCR en tiempo real (RT-
PCR por sus siglas en ingles) con sondas Tagman®, consiste en la hibridacion del
DNA con 3 oligonucledtidos, un par de oligos convencionales y 1 mas que se une rio
arriba en la secuencia con respecto a uno de los oligos convencionales. Este ultimo
debe ser alelo especifico. El oligo adicional lleva un grupo bloqueador en el extremo
terminal 3' asi que a el no se podran unir nuevos nucleotidos, mientras que el
extremo &' lleva un grupo reportero. En la actualidad, este grupo reportero se trata de
un fluordforo.

El primer oligonucledtido permite la elongacion de la cadena de DNA hasta que la
Taq polimerasa encuentre el oligo alelo-especifico, en este momento la enzima,
gracias a su actividad de exonucleasa 5-3', va a degradar al tercer oligo,
provocando la liberacion de los nucledtidos, incluyendo el que contiene el marcador,

lo que produce un incremento observable en la fluorescencia. El equipo puede ir
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registrando el incremento de la fluorescencia en cada ciclo (con un fin de analisis
cuantitativo) o al final de la reaccidn (con un fin cualitativo).

Un ensayo de discriminacién alélica es, un ensayo multiplex (mas de un par de
primers/sonda por reaccion) de punto final (los datos se recolectan al final del
proceso de PCR) que puede detectar polimorfismos de un solo nucleétido (SNP). La
presencia de dos pares de primers/sondas por cada reaccién permite genotipificar
las dos posibles variantes (SNPs) en cada muestra. La prueba no tiene un fin
cuantitativo sino cualitativo.

Por cada muestra en un ensayo de discriminacion alélica, se utiliza un unico par de
sondas fluorescentes, por ejemplo: dos sondas TagMan MGB que detectan un
mismo locus de SNP. Una de las sondas fluorescentes tiene perfecta
complementaridad con el SNP silvestre (alelo 1) mientras que la otra sonda
fluorescente tiene perfecta complementaridad con la variante (alelo 2). El ensayo
mide el aumento de la fluorescencia de la sonda asociada al polimorfismo presente
en la muestra. De esta forma, la prueba de discriminacion alélica clasifica a una
muestra desconocida como “homocigoto” si la muestra solo tiene el alelo 1 o el alelo

2,y como “heterocigoto” a la muestra que contenga ambos alelos 1y 2.

El procedimiento para una prueba de discriminacion alélica con sonda Tagman® es
el siguiente:
1. Preparar la mezcla de reaccion de acuerdo a las indicaciones del fabricante.
2. Cargar las muestras en la placa de 384 pozos. Incluir siempre, al menos 3
controles de agua y 1 control para cada uno de los genotipos (el homocigoto
“AA”, el homocigoto “aa” y el heterocigoto “Aa”).
3. Programar el equipo de acuerdo al manual del usuario y a la versién del

programa que se este utilizando.

Genotipificacion en plataforma comercial KBiosciences®

La compania KBiosciences® (Hertfordshire, U.K.) utiliza el sistema KASPar®, el cual
consiste en un sistema de genotipificacion alelo-especifico por PCR con patente en
tramite (http://www.kbiosciences.co.uk). Las muestras de los individuos obesos y los

controles delgados se extrajeron y el DNA fue enviado para su genotipificacion,
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cargando las muestras en placas para facilitar su manejo. Se incluyeron controles

negativos y muestras duplicadas en cada placa como control de la genotipificacion.

Analisis estadistico. Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Las frecuencias fenotipicas y genotipicas del polimorfismo se analizaron en los
grupos por separado, para determinar si se encontraban en equilibrio de Hardy-
Weinberg.

El principio de equilibrio de Hardy-Weinberg determina que frecuencias genotipicas
deben observarse en la poblacion en funcién a las frecuencias de los alelos.

Si en una poblacién se observan 2 alelos, por ejemplo p y q, estos daran origen a 3
genotipos: pp, pq y qq, respectivamente. Si la frecuencia del alelo p = a y la
frecuencia del alelo q = b, entonces las frecuencias de los genotipos quedan

definidas por el trinomio cuadrado perfecto.

(a+b)? = a? + 2ab + b?
donde:
Frecuencia genotipica de pp = a2
Frecuencia genotipica de pq = 2ab

Frecuencia genotipica de pp = b?

La suma de las frecuencias alélicas de p + q es igual a 1 y asi mismo, la suma de las
frecuencias genotipicas de pp + pq + qq = 1.

Para determinar si los distintos grupos en un estudio de asociacion caso-control se
encuentra en equilibrio, se obtienen, en primera instancia, las frecuencias alélicas en
cada grupo por separado. Se resuelve el trinomio cuadrado perfecto para obtener las
frecuencias genotipicas esperadas para una poblacion en equilibrio y se comparan
con las frecuencias genotipicas observadas por medio de la prueba de ji-cuadrada.
Si no se observan diferencias estadisticamente significativas con respecto a las
frecuencias genotipicas esperadas, entonces el grupo se encuentra en equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0.05).

El equilibrio se mantiene si, la transmision de los alelos de los progenitores a los

descendientes es aleatoria y no ocurren fendmenos distorsionadores, como la
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seleccion de alelos. Si uno de los grupos no se encuentra en equilibrio, es posible
que la muestra se encuentre sesgada y por lo tanto, al realizar el estudio de
asociacion caso-control los resultados puedan darnos asociacion falsa. En estos
casos, es necesario revisar el método de genotipificacién, pues en ocasiones se
producen sesgos al interpretar los resultados. Otras posibilidad es que los individuos
no sean independientes (por ejemplo por consanguinidad). En el grupo de casos es
posible que no se cumpla el equilibrio de Hardy-Weinberg. Ello puede ser indicativo
de que el polimorfismo puede estar asociado con la enfermedad.

Se utilizd el paquete estadistico STATA10® para estudiar el equilibrio de Hardy-

Weinberg en nuestra poblacién.

Analisis estadisticos de las variables.

Una vez que los individuos fueron genotipificados, se registraron los resultados en
una base de datos que incluye ademas, todos los datos provenientes de los
cuestionarios y las determinaciones bioquimicas en sangre. Los datos se capturaron
en hojas de calculo de Microsoft Excel® y se analizaron en el programa STATA10®.
Los datos de las variables continuas se expresan en media + desviacién estandar.
Para las variables categoricas los valores se expresan en porcentaje. Se realizaron
pruebas de ji-cuadrada para probar las diferencias entre las variables categoricas.
Las variables continuas se analizaron mediante la prueba de T de Student.

El polimorfismo se analizé bajo el modelo de herencia dominante, basandose en lo
observado en el analisis de la variante R230C de ABCA1, donde se encontro
asociaciéon con este modelo de herencia. En el modelo dominante, se asume que,
basta ser portador de tan solo una copia del alelo T para aumentar el riesgo a
desarrollar la enfermedad, por lo tanto, los individuos homocigotos TT y los
heterocigotos CT tienen el mismo riesgo. Se compara entonces, la frecuencia de
estos dos genotipos juntos, con respecto a los homocigotos CC.

Las razones de momios (OR, odds ratio) se calcularon mediante modelos de
regresion logistica no condicional ajustando por edad y sexo. Un valor de p<0.05 se

consideré como estadisticamente significativo.
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XIl. Resultados

Secuenciacion parcial de promotor de ABCA1.

Con el fin de contar con controles de los tres genotipos posibles durante el proceso
de genotipificacion utilizando RT-PCR / ensayos KASPar, se secuenciaron 50
individuos de poblacion abierta (ENSA 2000). Se observé un cambio de timina (T)
por una citosina (C) en la posicion -565 del promotor de ABCA1, en el nucle6tido 160
del fragmento disefiado para su secuenciacion.

Se lograron identificar individuos con los tres genotipos, el homocigotos para el alelo
silvestre (CC), homocigotos para el alelo de riesgo (TT) e individuos heterocigotos,
los cuales presenta los alelos Cy T (CT).

Se seleccionaron 3 de individuos, uno por cada genotipo, para ser incluidos en cada

una de las corridas de RT-PCR, y de esta manera, corroborar los resultados.

C ACT GT CHGCC'ITCC
1&0

ool

G ACT G T E
1&ed

" III J I_lk'.l :

EGC CTTCOC

Figura 8. Electroferograma de 3 individuos,
un homocigoto para el alelo C, un heterocigoto
CT y un homocigoto para el alelo T
respectivamente. La linea indica la posicion del
SNP en el fragmento. La curva azul indica la

presencia de citocina en uno de los alelos,
mientras que la curva roja indica la presencia
de timina en el otro alelo. En los individuos

|| I|
L,__ homocigotos, solo se observa una curva, ya
e que a_mbos _alelos presentan el_ mismo
’lj.El;‘l 1 nucleotido, mientras que en el individuo

heterocigoto se observan las curvas de los dos
ﬁl « A alelos sobrelapadas.

Genotipificacion de la variante -565C>T de ABCA1 por RT-PCR con sondas
Tagman®.

Mediante esta técnica se genotipificaron lo individuos obesos morbidos, los
individuos de poblacion abierta de la ENSA 2000 y los sujetos de los subgrupos de

DT2 y sus controles.
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Grafica Discriminacién alélica
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Figura 9. Genotipificacion de la variante -565C>T del promotor de ABCA1 por
discriminacion alélica con sondas Tagman®.

La sonda complementaria al alelo C estd marcada con el fluoroéforo VIC, cuya
fluorescencia se grafica en el eje de las Y. La sonda complementaria al alelo T esta
marcada con el fluoréforo FAM, cuya fluorescencia se grafica en el eje de las X. Cada
punto representa una muestra. Las homocigotos CC aparecen como puntos azules (solo
fluorece VIC). Los homocigotos TT aparecen como puntos rojos (solo fluorece FAM) los
heterocigotos CT que emiten la fluorescencia de ambas sondas aparecen en verde. El
punto negro representa al control negativo (no emite fluorescencia) y las “X”
corresponden a las muestras que no amplificaron en la reaccion.
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Fue posible genatipificar el 99% de los individuos que se analizaron por la técnica de
PCR-RT con sondas Tagman®. Se confirmaron estos resultados con los controles
positivos que se secuenciaron previamente, coincidiendo el resultado del genotipo

por ambos métodos en el 100% de las repeticiones (Figura 9).

Genotipificacion con la plataforma comercial KBiosciences®.

Por medio del ensayo KASPar® fue posible genotipificar el 90% de los individuos
enviados del estudio de asociacién para obesidad, de los cuales, 202 son controles
(delgados) y 240 obesos (casos).

Igualmente, las muestras duplicadas (controles de genotipificacién) coincidieron en

su totalidad, lo que permitié validar el ensayo.

Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los grupos de estudio de obesidad.
Los 202 sujetos mexicanos se clasificaron como delgados de acuerdo con los
criterios recomendados por la OMS (IMC dentro del rango de 18.5 a 24.9 Kg/m?), 240
individuos se clasificaron con obesidad (IMC entre 30 y 39.9 Kg/m?)y se incluyeron
100 individuos clasificados con obesidad moérbida (IMC igual o mayor a 40 Kg/m?) en
un disefio de asociacion caso-control. En la Tabla 8 se presentan las caracteristicas
clinicas y bioquimicas de interés en la muestra estudiada y las diferencias
significativas entre grupos (Tabla 8).

Ademas de las diferencias obvias de IMC y circunferencia de cintura se observan
diferencias en cada una de las variables de interés analizadas entre los sujetos
delgados y los sujetos obesos con excepcion en el genero y los niveles de colesterol
total, donde no se observaron diferencias. La edad, los niveles de triglicéridos, LDL y
glucosa son significativamente mayores en el grupo de obesos con respecto al grupo
de individuos delgados, mientras que los niveles de HDL son significativamente
menores en los individuos obesos (Tabla 8).

Por su parte, los niveles de triglicéridos y colesterol total son significativamente
menores en obesos morbidos con respecto a los sujetos obesos. La edad y la
proporcion de hombres también fue menor en el grupo de obesos moérbidos en
comparacion con el grupo de sujetos delgados y sujetos obesos. La circunferencia

de cintura y el nivel de glucosa es significativamente mayor en obesos mérbidos que
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en sujetos obesos. No se observaron diferencias en los niveles de HDL y LDL (Tabla
8).

Tabla 8. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los grupos de estudio de obesidad.

Delgados Obesos O. Mérbidos
Numero 202 240 100
Hombres (%) 38.12 35.83 20.00 7
Edad (afios) 43.43 + 9.64 4452 +8.06 * 36.73+11.94 7
IMC (Kg/m?) 23.48 +1.28 33.20+281~* 47.39+7.54 F
Circunferencia de cintura (cm) 83.56 + 7.46 103.15+11.23* 12896 +14.75 ¥
Triglicéridos (mg/dL) 150.59 +89.76  224.7 +135.19* 182.25+88.09 +
Colesterol total (mg/dL) 203.85 + 38.09 210.01 +38.78 19288 +37.15 +
HDL (mg/dL) 47.76 + 12.95 42.88 + 10.59 * 40.09 +9.72
LDL (mg/dL) 12469 +33.53 11596 +48.53* 106.65 +41.16
Glucosa (mg/dL) 85.53 + 8.63 92.75 +14.66 * 95.64 + 23.26 T

Los datos se presentan como media + DE, o bien, porcentaje.

El valor de p para las diferencias entre los grupos se determiné por t de Student para muestras
independientes, o bien, por chi-cuadrada para variables categéricas.

* p<0.05 significativa entre grupo Delgados vs Obesos.

1 p<0.05 significativa entre grupo Obesos vs O. Moérbidos.

IMC: Indice de masa corporal, HDL: High density lipoprotein (lipoproteina de alta densidad), LDL.:
Low density lipoprotein (lipoproteina de baja densidad).

El analisis de las frecuencias del polimorfismo -565C>T de ABCA1 en los sujetos
delgados revel6 que 47 de ellos son homocigotos para CC (23.3%), 97 son
heterocigotos CT (48.0%) y 58 son homocigotos TT (28.7%), de tal forma que, el
76.7% de los sujetos delgados portan el alelo T (Tabla 9).

En el grupo de obesos, se observa que 62 de ellos son homocigotos TT (25.8%) y
111 son heterocigotos CT (46.3%), esto plantea que el 72.1% de la muestra de los
obesos estudiados portan el alelo T. En el grupo de obesos moérbidos, se observa
que 24 de ellos son homocigotos TT y 62 son heterocigotos CT, por lo que el 86.0%
de los obesos moérbidos son portadores del alelo T (Tabla 9).

El alelo T esta presente en el 52.7% de la muestra de sujetos delgados, el 49.0% de
los sujetos obesos y en el 56.8% de los sujetos obesos morbidos (Tabla 9).

En el grupo de sujetos delgados y en el grupo individuos de obesos, la distribucion
de las frecuencias observadas en los genotipos CC, CT y TT no difirié de la esperada

bajo el supuesto de equilibrio de Hardy-Weinberg, sin embargo, esto no ocurre con
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los sujetos con obesidad morbida donde el equilibrio de HW no se mantuvo.

En este grupo, la falta de equilibrio de HW puede representar una posible asociacion

del polimorfismo con el padecimiento (Tabla 9).

Tabla 9. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -565C>T del
promotor de ABCA1 en sujetos delgados, obesos y obesos morbidos.

Delgados Obesos Obesos Mérbidos
n (%) n (%) n (%)
Genotipo
CC 47 (23.3) 67 (27.9) 14 (14.0)
CT 97 (48.0) 111 (46.3) 62 (62.0)
TT 58 (28.7) 62 (25.8) 24 (24.0)
Alelo
C 0.473 0.510 0.432
T 0.527 0.490 0.568
HW p=0.601 p=0.248 p=0.026

HW p corresponde a la p obtenida por prueba de ji-cuadrada para evaluar el equilibrio de Hardy-

Weinberg; p>0.05 indica que la poblacién se encuentra en equilibrio.

Asociacion de -565C>T de ABCA1 con obesidad / obesidad mérbida.

La frecuencia de los genotipos con el alelo de riesgo (CT/TT) fue menor en los

individuos obesos que en los individuos delgados sin encontrarse una asociacion

estadisticamente significativa con la obesidad después de ajustar el modelo por las

variables confusoras como género, edad, circunferencia de cintura, triglicéridos y

HDL (Tabla 10).

Tabla 10. Asociacion de la variante -565C>T de ABCA1 con obesidad.

Fenotipo
CcC CT/TT P
n (%) n (%)
Delgados 47 (23.3) 155 (76.7)
Obesos 67 (27.9) 173 (72.1) 0.665

OR: razén de momios (Odd Ratio) obtenida mediante un modelo de regresion logistica para cada

fenotipo.

El modelo de regresion logistica fue ajustado por género, edad, circunferencia de cintura,
triglicéridos y HDL. p<0.05 se considera como estadisticamente significativo.

Puesto que se han reportado diferencias genéticas entre individuos obesos y obesos

morbidos, es posible que el polimorfismo -565C>T de ABCA1 no se asocie

directamente con el desarrollo de obesidad, pero pueda estar actuando como un
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marcador de obesidad moérbida. Los genotipos CT / TT fueron significativamente mas
frecuentes en los sujetos obesos morbidos que en los sujetos obesos después de
ajustar por género, edad, circunferencia de cintura, triglicéridos y HDL (p=0.004). Se
obtuvo la razén de momios (OR) = 5.422, y un intervalo de confianza (IC) 95%: 1.713
- 17.165 (Tabla 11).

Tabla 11. Asociacion de la variante -565C>T de ABCA1 entre obesidad vs obesidad moérbida.

Fenotipo
cc CT/TT OR P
n (%) n (%)
Obesos 67 (27.9) 173 (72.1)
Obesos moérbidos 14 (14.0) 86 (86.0) 5.422 0.004

OR: razén de momios (Odd Ratio) obtenida mediante un modelo de regresion logistica para
cada fenotipo.

El modelo de regresion logistica fue ajustado por género, edad, circunferencia de cintura,
triglicéridos y HDL. p<0.05 se considera como estadisticamente significativo.

Por otro lado, la muestra de sujetos con obesidad morbida se estratific6 en dos
subgrupos. Se clasificaron como metabdlicamente sanos (MHO) aquellos individuos
con HDL de al menos 40 mg/dL y que no presentan hipertension arterial (presién
arterial mayor de 140/90 mmHg) y de aquellos individuos obesos morbidos que si
presentan hipertension y/o con niveles de HDL por debajo de los 40 mg/dL
denominados obesos no-metabdlicamente sanos (No-MHO).

Se identificaron 24 obesos metabdlicamente sanos (MHO) y 76 obesos morbidos no-

metabdlicamente sanos (No-MHO).

Tabla 12. Asociacién de la variante -565C>T de ABCA1 entre MHO vs No-MHO.

Fenotipo
cC CT/TT OR P
n (%) n (%)
MHO 6 (25.0) 18 (75.0)
No-MHO 8 (10.5) 68 (89.5) 3.245 0.224

OR: raz6én de momios (Odd Ratio) obtenida mediante un modelo de regresién logistica para cada
fenotipo.

El modelo de regresion logistica fue ajustado por género, edad, circunferencia de cintura,
triglicéridos y HDL. p<0.05 se considera como estadisticamente significativo.

Se comparod la frecuencia de los genotipos CT / TT entre los obesos mérbidos MHO y
los No-MHO, con la intensién de identificar si existe asociaciéon entre el polimorfismo

y pertenecer al fenotipo obeso metabdlicamente sano o no. Los genotipos CT / TT
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fueron mas frecuentes en los sujetos no-metabodlicamente sanos, sin embargo, esta
diferencia no fue estadisticamente significativa después de ajustar por genero, edad,
circunferencia de cintura, triglicéridos y HDL (Tabla 12).

La falta de asociacion puede deberse al numero reducido de individuos,
particularmente los sujetos metabdlicamente sanos, por o que sera de importante
incrementar el tamafio de la muestra para confirmar o descartar la posible asociacién
del polimorfismo -565C>T de ABCA1, con la obesidad moérbida en sujetos no

metabdlicamente sanos (Tabla 12).

Comparacién de los rasgos metabodlicos de los sujetos delgados, obesos y
obesos moérbidos de acuerdo a la variante -565C>T de ABCA1.

Los rasgos metabdlicos mas importantes asociados con el desarrollo de obesidad y
obesidad mérbida se presentan en las siguientes tablas en donde, se describen las
mismas en cada uno de los grupos de estudio en un modelo dominante, comparando
los individuos que portan la variante de riesgo (genotipos CT y TT) con los

individuos sin la variante (genotipo CC).

Tabla 13. Asociacion de la variante -565C>T de ABCA1 con rasgos
cuantitativos en sujetos delgados.

cc CT/TT p

n 47 (23.3) 155 (76.7)

IMC (Kg/m?) 23.8+1.2 23.3+1.31 0.210
Circunferencia de cintura (cm) 85.1+7.2 83.1+7.48 0.171
Triglicéridos (mg/dL) 138.8+69.1 154.2 +95.05 0.136
Colesterol total (mg/dL) 199.9+39.8 205.0 +37.58 0.378
HDL (mg/dL) 48.1+139 47.6+12.6 0.857
LDL (mg/dL) 120.3+30.8 125.96 +34.3 0.111
Glucosa (mg/dL) 86.3+7.74 85.3+8.88 0.470

El valor de p corresponde al analisis de regresion lineal para cada variable cuantitativa
comparando el efecto de los genotipos CT y TT con respecto al genotipo CC. Se ajusté el modelo
por edad, género, IMC circunferencia de cintura, HDL y Tg.

IMC: indice de masa corporal, HDL: High density lipoprotein (lipoproteina de alta densidad), LDL:
Low density lipoprotein (lipoproteina de baja densidad).

En el grupo de sujetos delgados no se observaron diferencias significativas en
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ninguna de las variables analizadas. Los individuos con los genotipos CT / TT
presentaron niveles mas altos de triglicéridos, colesterol total y LDL y valores mas
bajos de circunferencia de cintura, HDL y glucosa que los individuos con el genotipo
CC sin ser estas diferencias significativas. El modelo se ajusté por edad género, IMC
circunferencia de cintura, HDL vy triglicéridos (Tabla 13).

En el grupo de sujetos obesos, los individuos con los genotipos CT / TT no
presentaron diferencias significativas en los niveles de IMC, circunferencia de
cintura, colesterol total y glucosa con respecto a los individuos CC. Los niveles de
triglicéridos y colesterol LDL resultaron significativamente mayores en los sujetos con
la variante de riesgo CT / TT en comparacion con los sujetos sin la variante (p=0.018
para triglicéridos y p=0.002 para C-LDL). De manera interesante, los niveles
promedio de HDL resultaron ser mas altos en los sujetos con la variante de riesgo T,
a pesar que se ha reportado una disminucion de los niveles de HDL en aquellos
individuos con la variante de riesgo T del polimorfismo. El modelo se ajusté por edad,

género, IMC circunferencia de cintura, HDL vy triglicéridos (Tabla 14).

Tabla 14. Asociacion de la variante -565C>T de ABCA1 con rasgos
cuantitativos en sujetos obesos.

CC CT/TT p

n 67 (27.9) 173 (72.1)

IMC (Kg/m?) 33.24+29 33.3+29 0.669
Circunferencia de cintura (cm) 103.9+10.3 102.87 + 11.6 0.603
Triglicéridos (mg/dL) 203.7 +128.06 232.8 + 137.3 0.018
Colesterol total (mg/dL) 197.5+37.2 214.8+384 0.082
HDL (mg/dL) 40.4+85 43.85+11.2 0.004
LDL (mg/dL) 1036+48.0 121.0+48.0 0.002
Glucosa (mg/dL) 93.5+141 9243 +149 0.409

El valor de p corresponde al analisis de regresién lineal para cada variable cuantitativa
comparando el efecto de los genotipos CT y TT con respecto al genotipo CC. Se ajustd el modelo
por edad, género, IMC circunferencia de cintura, HDL y tg

IMC: indice de masa corporal, HDL: High density lipoprotein (lipoproteina de alta densidad), LDL:
Low density lipoprotein (lipoproteina de baja densidad).

En el grupo de sujetos obesos mérbidos no se observaron diferencias significativas

en ninguna de las variables analizadas. Los individuos con los genotipos CT / TT
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presentaron niveles mas altos de IMC vy triglicéridos pero niveles mas menores de
circunferencia de cintura, colesterol HDL, colesterol LDL y glucosa que los individuos
con el genotipo CC sin ser estas diferencias significativas. EI modelo se ajustd
también por edad género, IMC circunferencia de cintura, HDL vy triglicéridos (Tabla
15).

Tabla 15. Asociacion de la variante-565C>T de ABCA1 con rasgos
cuantitativos en sujetos obesos moérbidos.

CcC CT/TT p

n 14 (14.0) 86 (86.0)

IMC (Kg/m2) 46.8+7.9 475+ 7.5 0.109
Circunferencia de cintura (cm 131.7 + 14.9 1296 + 14.78 0.114
Triglicéridos (mg/dL) 136.9 + 50.5 1896 +90.9 0.139
Colesterol total (mg/dL) 2004 +31.35 191.7 + 38.0 0.325
HDL (mg/dL) 46.3 + 11.7 39.1+9.0 0.109
LDL (mg/dL) 126.7 + 30.6 1034 +41.9 0.230
Glucosa (mg/dL) 96.1+145 955+24.4 0.775

El valor de p corresponde al analisis de regresion lineal para cada variable cuantitativa
comparando el efecto de los genotipos CT y TT con respecto al genotipo CC. Se ajustd el modelo
por edad, genero, IMC circunferencia de cintura, HDL y tg.

IMC: indice de masa corporal, HDL: High density lipoprotein (lipoproteina de alta densidad), LDL:
Low density lipoprotein (lipoproteina de baja densidad).

Descripcion de las frecuencias fenotipicas y alélicas de -565C>T de ABCA1 en
subgrupos de DT2.

Considerando que existe heterogeneidad clinica y genética entre los distintos
subtipos de DT2, nos intereso analizar de manera exploratoria si podiamos
evidenciar diferencias en las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo
-565C>T de ABCAA1, entre distintos subgrupos de pacientes y controles para DT2.

Se incluyeron hombres y mujeres por igual en todos los subgrupos y cada subgrupo
estuvo determinado por la edad de diagnéstico de la enfermedad, si esta cursa con
obesidad y la capacidad secretoria de la célula R.

Se incluyeron 30 individuos con DT2 de inicio temprano (diagnosticados antes de los
45 anos de edad) y 30 con DT2 de inicio tardio (diagnosticados después de los 45

afos).
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Tabla 16. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de los subgrupos de individuos diabéticos y controles no diabéticos.

no diabéticos Diabéticos

No-obesos  Obesos |lInicio temprano Iniciotardio No-obesos  Obesos HOMA B bajo
Numero 30 30 30 30 30 30 62
Hombres (%) 48.7 46.7 46.7 46.7 46.7 46.7 475
Edad (afios) 540+102 51.2+57 456+93 586+78 559+109 483+94 524+109
IMC (Kg/m?) 231+17 346+49 283168 294 +74  226+15 351+45 281157
Circunferencia de cintura (cm) 835+75 1094+116 969+179 1029+185 851+59 1147+1442 944+149
Triglicéridos (mg/dL) 1527 +106.8 1955+76.4 2788+2228 211.2+1278 175.7+100.8 3143 +219.7 257.7 +197.2
HDL (mg/dL) 523+154 394+72  438+106 455+13.7 486+138 407187 464+152
LDL (mg/dL) 1338+283 1294+332 1128+337 1211+356 1179+342 116.0+357 1237+336
Glucosa (mg/dL) 844+73 885+58 1922+908 1783+88.8 190.6+929 179.8+86.8 239.8+100.7
Insulina (pU/mL) 59+20 139+74 119+88 13.7+102 6.0+43 18.1+9.0 76+6.0
HOMA B (%) 17.7+301 1453+494 503+464 63.9+588 321+271 773+601 97+74
HOMA IR 09+03 18+09 20+14 21+13 11+07 28+12 14+089

Los datos se presentan como media + DE, o bien, porcentaje.

El valor de p para las diferencias entre los grupos se determiné por t de Student para muestras independientes, o bien, por chi-
cuadrada para variables categodricas.

IMC: Indice de masa corporal, HDL: High density lipoprotein (lipoproteina de alta densidad), LDL: Low density lipoprotein
(lipoproteina de baja densidad).



Ademas se incluyeron 30 individuos con DT2 que cursan con obesidad y 30
individuos con DT2 delgados (no obesos), por el posible efecto de la variante en la
obesidad.

Adicionalmente, se analizaron 62 sujetos con DT2 cuyo indice secretorio de insulina
(HOMA B) es menor al 20%, bajo el supuesto de que este subgrupo podria tener un
defecto secretorio de insulina como resultado en parte, de un proceso de
lipotoxicidad por colesterol, a expensas de una menor expresion del gen ABCA1.

Por ultimo, se incluyen 60 controles no diabéticos, 30 individuos obesos y 30 no
obesos; hombres y mujeres sin diagnostico de diabetes, niveles normales de
glucosa, sin antecedentes familiares de DT2 y mayores de 45 afios de edad, con lo
cual se reduce el riesgo de incluir individuos que puedan desarrollar DT2
posteriormente.

Las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los subgrupos de individuos diabéticos y
los controles no-diabéticos obesos y no obesos se presentan en la tabla 16. Ademas
de las diferencias obvias entre subgrupos propias del disefio como lo son el IMC
entre obesos y no obesos, el promedio de edad entre DT2 de inicio temprano e inicio
tardio, la concentracién de glucosa o el valor HOMA 3 de acuerdo los subgrupos, se
observaron diferencias en otras variables asociadas como mayor circunferencia de
cintura, mayor HOMA IR vy niveles de triglicéridos en los subgrupos que incluyeron
sujetos obesos pero menores niveles de HDL que en los subgrupos que incluyeron
individuos no obesos (Tabla 16).

En la Tabla 17 se presentan las frecuencias alélicas y genotipicas de los subgrupos
de pacientes diabéticos y los controles obesos y no obesos.

El grupo de individuos no diabéticos obesos fue el que presento la mayor frecuencia
del alelo de riesgo T (0.567), mientras que le grupo de individuos con DT2 de inicio
tardio fue el que presentd la menor frecuencia del alelo T (0.466). Los grupos control
de individuos no diabéticos no-obesos y de DT2 de inicio temprano presentan la
misma frecuencia alélica (0.500), sin embargo, las frecuencias genotipicas son
diferentes (Tabla 17).

De la misma manera, los grupos de diabéticos obesos y no obesos tienen la misma
frecuencia alélica (0.483) pero difieren en las frecuencias genotipicas (Tabla 17).

El grupo de diabéticos con HOMA 3 bajo presentd una mayor frecuencia del alelo de
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riesgo T (0.524) (Tabla 17).

Tabla 17. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -565C>T de ABCA1 en subgrupos de DT2.

No diabéticos Diabéticos
No-obesos Obesos | Inicio temprano Inicio tardio No-obesos Obesos HOMA R bajo

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Genotipo
CcC 9(30.0) 8(26.7) 6 (20.0) 5(16.7) 4(13.3) 7(23.3) 9(14.5)
CT 12 (40.0) 10(33.3) 18 (60.0) 22(73.7) 23(76.7) 17(56.7) 41(66.5)
T 9(30.0) 12(40.0) 6 (20.0) 3(10.0) 3(10.0) 6(20.0) 12(19.0)
Alelo
C 0.500 0433 0.500 0.533 0.517 0.517 0476
T 0.500 0.567 0.500 0.466 0.483 0483 0.524
HW 0.273 0.078 0.273 0.009 0.003 0.461 0.010

HW p corresponde a la p obtenida por prueba de ji-cuadrada para evaluar el equilibrio de Hardy-
Weinberg; p>0.05 indica que la poblacién se encuentra en equilibrio.

Los grupos de diabéticos de inicio tardio, diabéticos no obesos y el grupo con HOMA
3 bajo no se encuentran en equilibrio de Hardy Weinberg por presentar un exceso de
heterocigotos. El resto de los grupos se encuentran en equilibrio de HW (Tabla 17).
Aunque se observan aparentes diferencias en las frecuencias alélicas entre los
distintos subgrupos analizados, estas no presentaran diferencias estadisticamente
significativas con respecto a sus controles. Sin embargo, no se descarta que en un
grupo mas numeroso de individuos con DT2 y HOMA B bajo pudieran observarse
diferencias significativas en las frecuencias alélicas y genotipicas y por lo tanto
asociacion de este subtipo de DT2 y la variante -565C>T de ABCA1 (Tabla 17).
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XIIl. Discusion

Se determind la frecuencia alélica del SNP -565C>T (rs2422493) de ABCA1 en una
muestra de 100 individuos de la poblacion abierta, obtenida de la ENSA 2000. La
frecuencia del alelo T fue de 0.545, representando el alelo de mayor frecuencia en
nuestra poblacion. Cabe mencionar que el grupo de 100 sujetos analizados tiene una
proporcion igual de hombres y mujeres.

La frecuencia encontrada en nuestra muestra es significativamente mayor que la
frecuencia alélica reportada en el Hapmap para la poblacion Europea de 0.407
(p=0.021), mientras que la frecuencia es similar a la observada en una muestra de
México-americanos 0.540 (p=0.943) reportada en el Hapmap.

El Hapmap es un catalogo de variantes genéticas comunes que estan presentes en
el genoma de los humanos. En esta base de datos se detalla la variacion en términos
del cambio de base, su posicion en el ADN y su frecuencia en diferentes poblaciones
del mundo. Considera informacién genética de poblaciones con ancestria africana,

asiatica y europea.

Participacion de la variante -565C>T de ABCA1 en el desarrollo de obesidad.
Los controles delgados y los individuos obesos presentaron diferencias significativas
en la mayoria de las variables analizadas, excepto en la proporcion de hombres y
colesterol total. Lo anterior es consistente con lo publicado previamente, donde,
ademas de las obvias diferencias en el indice de masa corporal y circunferencia de
cintura, los pacientes con obesidad presentan menores niveles de HDL pero una
mayor concentracion de triglicéridos, colesterol total, LDL y glucosa que los
individuos de peso normal, ademas de un promedio de edad mas alto para los
individuos obesos.

Los niveles bajos de HDL se han asociado fuertemente con el desarrollo de
obesidad, mientras que los niveles altos de glucosa pueden ser consecuencia de la
resistencia a la insulina observada en los pacientes obesos (121).

Entre el grupo de delgados y obesos morbidos se observaron diferencias

significativas en todas las variables analizadas, incluso en la proporcion de hombres,
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que en la muestra de obesos moérbidos fue menor, lo cual es consistente con los
datos ya publicados, donde se demuestra una mayor prevalencia de la obesidad
moérbida en mujeres (24,25) incluyendo a la poblacibn mexicana, donde la
prevalencia de obesidad moérbida en el 2006 fue, en mujeres del 3.7% y en hombres
del 1.1% (26).

Entre el grupo de obesos y obesos mdérbidos, no se observaron diferencias en los
niveles de HDL y LDL, sin embargo, el promedio de edad y la proporcion de hombres
en la muestra de obesos morbidos fue significativamente menor. Ademas de las
diferencias obvias propias del disefio de los grupos como el IMC y la circunferencia
de cintura, se observo una mayor concentracién de glucosa en obesos moérbidos y
menores niveles de triglicéridos y colesterol total.

A pesar de las diferencias clinicas y en las diferencias en las frecuencias alélicas y
genotipicas entre los grupos, no se encontré asociacion de la variante con el
desarrollo de obesidad, al comparar sujetos delgados y obesos después de ajustar
por edad y genero triglicéridos y HDL. La circunferencia de cintura y el IMC no se
incluyeron en el ajuste del modelo ya que predecian todas las asociaciones.

Desde hace tiempo se conoce el papel de la proteina ABCA1 en el transporte
reverso de colesterol y la formacion de particulas de HDL (61). El gen ABCA1 es
responsable de la enfermedad de Tangier, una entidad autosémica recesiva poco
frecuente que cursa con niveles muy bajos de HDL-C (< 5 mg/dL), formacion de
depdsitos de colesterol en macrofagos tisulares y en otros tejidos, asi como un
riesgo alto de EAC prematura (65). Sin embargo se sabe poco de su funcién en otros
tipos celulares.

Aunque hay evidencia de que la regulacién de la expresion de ABCA1 en el adipocito
es tejido especifica, se sabe poco sobre su funcién en este tipo celular. Le Lay et al.
(122) encontraron que el gen ABCA1 es inducido de manera muy importante durante
la diferenciacion de pre-adipocitos 3T3-L1. Esta induccion no causé cambios en el
contenido total de colesterol en la célula, pero si causd un cambio en su distribucidn
intracelular durante el proceso de diferenciacion. Esto sugiere que el adipocito tiene
poca capacidad para remover colesterol de la célula a través de ABCA1, lo cual es
consistente con la funcién del adipocito.

En 2009, M. Xu et al. (123) encontraron una disminucion significativa en la expresion
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de ABCA1 en pacientes con sobrepeso y obesos en relacion a individuos de peso
normal (p<0.01).

Esto puede implicar que, una reduccion de la actividad o en la expresion de ABCAT1,
como la que ocurre cuando se porta el alelo T del polimorfismo -565C>T de ABCA1,
puede producir que el adipocito acumule aun mas colesterol y triglicéridos,
aumentando el riesgo a desarrollar obesidad. Esto ya se observd en el SNP R230C
de ABCA1, donde la variante se asocia con una menor actividad de la proteina y con
el desarrollo de obesidad en la poblacion mestiza mexicana (89).

Al hacer el estudio de regresion logistica entre sujetos obesos y sujetos con
obesidad morbida se encontré una asociacion significativa aun después de ajustar
por las variables confusoras edad, género, HDL y nivel de triglicéridos, siendo mas
frecuente el alelo de riesgo T en los sujetos obesos mérbidos. Esto sugiere que, la
variante -565C>T esta directamente asociada al desarrollo de la obesidad moérbida y
que esta variante es un marcador de obesidad moérbida.

Es importante sefalar que este estudio debera incluir la correcciéon por ancestria
para validar la asociacion encontrada.

Es importante senalar también que se han observado diferencias genéticas entre
grupos de obesos y obesos morbidos. Se ha observado que los polimorfismos de
FTO confieren una asociacion altamente significativa con la obesidad particularmente
con el tipo lll, sugiriendo de FTO es uno de los principales genes de susceptibilidad
para la obesidad mérbida en al poblacion mexicana (118).

En el presente estudio, no se observaron diferencias significativas entre los
subgrupos de obesos mérbidos MHO y No-MHO, lo cual puede deberse al niumero
reducido de individuos analizados, por o que sera necesario analizar una muestra

mayor de individuos, para tener un mayor poder estadistico.

Posible efecto de -565C>T ABCA1 en los niveles de HDL y otros rasgos
metabdlicos.

El efecto de diversas variantes del gen ABCA1 en los niveles de colesterol HDL se
ha estudiado ampliamente. Entre el 10 y el 16% de los individuos con HDL bajo
presentan mutaciones en ABCA1 (80).

El SNP -14C>T del promotor y la variante R1587K de ABCA1 se ha asociado con
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niveles bajos de HDL (81,82), mientras que las variantes no sinénimas V771M, V825I
y 1883M de ABCA1 han sido asociadas con elevados niveles de HDL (82,83,84).

Es interesante que en el presente estudio no se observd asociacion entre el
polimorfismo -565C>T de ABCA1 y los rasgos metabdlicos analizados en el grupo de
sujetos delgados y el grupos de obesos morbidos después de ajustar por las
variables confusoras. Sin embargo, la variante se relacion6 con la diminucion de los
niveles de HDL en los individuos CT/TT de ambos grupos y niveles mas altos de
triglicéridos y LDL en los sujetos que portan el alelo de riesgo.

Por otro lado, en el grupo de sujetos obesos, si se observo un asociacion significativa
con un aumento en los niveles de triglicéridos y colesterol LDL y el alelo de riesgo,
pero de manera interesante, se observo asociacion con un incremento en los niveles
de HDL en los genotipos CT/TT. Estas asociaciones fueron significativas aun
después de ajustar por genero, edad, IMC, circunferencia de cintura, HDL y
triglicéridos.

Kyriakou et al. (91) observaron la asociacién del SNP -565C>T con el desarrollo de
aterosclerosis severa y encontraron una disminucién modesta en los niveles de HDL
en individuos portadores del alelo de riesgo T sin que esta fuera significativa. Este
proyecto estudido sujetos caucasicos con estenosis mayor al 50% en 1 a 16
segmentos de arterias coronarias, con un promedio de 27.5 + 4.2 Kg/m? de IMC,
10% de individuos diabéticos y mas del 63% de hombres, por lo que la muestra que
ellos analizaron difiere de forma significativa con la muestra de sujetos obesos de
este estudio.

Por otro lado, el SNP -565C>T disminuye la expresion del gen de ABCA1 pero no la
suprime. Esto puede observarse ya que no todos los homocigotos TT presentaron
niveles bajos de HDL y no todos los heterocigotos CT presentaron niveles altos de
HDL. También es interesante resaltar que los homocigotos TT y heterocigotos no
presentaron diferencias significativas, 1o que sugiere que el efecto no es dependiente
de la dosis génica.

Existen alrededor de 50 diferentes genes involucrados en la regulacién de los niveles
de HDL (124), la presencia de variantes funcionales en algunos de estos genes
(como por ejemplo la proteina transferidora de ésteres de colesterol o la lipasa

hepatica) aparte de otras mutaciones en ABCA1, podrian incrementar los niveles de
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HDL y compensar el efecto negativo de la variante -565C>T de ABCA1 (125).
El encontrar asociacion de la variante -565C>T de ABCA1 con niveles altos de HDL
solo en los sujetos obesos sugiere que, en los sujetos delgados y en los obesos

morbidos pueden estar interactuando otros genes que modulan los niveles de HDL.

Posible participacion de ABCA1 y el desarrollo de DT2

El nimero de sujetos analizados en los distintos subgrupos no nos brinda
informacion suficiente para reconocer una tendencia estadisticamente significativa de
una mayor frecuencia del alelo de riesgo en un grupo en particular.

La obesidad es conocida por producir resistencia a la insulina y es el determinante
principal para el desarrollo de DT2(121). Como la variante R230C se asocié con
obesidad y con DT2 previamente, se determind la frecuencia de la variante -565C>T
en distintos subgrupos de pacientes con DT2 en presencia o no de obesidad. Se
observo una diferencia importante en las frecuencias entre los controles obesos y no
obesos, aunque para los subgrupos de pacientes diabéticos con y sin obesidad las
frecuencias alélicas fueron las mismas.

El polimorfismo R230C se asocioé con diabetes tipo 2, particularmente con DT2 de
inicio temprano, incluso después de ajustar por ancestria (90). La frecuencia del alelo
T de la variante 565C>T (variante de riesgo) es mayor en los pacientes DT2 de inicio
temprano que en los pacientes con DT2 de inicio tardio. Ademas, la frecuencia del
alelo T es mayor en los pacientes con HOMA 3 bajo. Aunque estos resultados no son
concluyentes, es posible especular que con un numero mayor de sujetos con DT2 de
inicio temprano y/o con valores de HOMA [ bajos, indicativos de un defecto
secretorio severo de insulina, se pueda evidenciar asociacion de esta variante.

Se conoce que ABCA1 se expresa ampliamente en la célula 3 pancreatica(60), y
puesto que la disfuncion de ABCA1 puede causar acumulacion intracelular de
colesterol en diversos tipos celulares provocando citotoxicidad (61,62), ABCA1
podria estar implicado en el desarrollo de diabetes, particularmente en aquellos
subtipos de diabetes tipo 2 donde se observa una importante reduccién en la
secrecion de insulina, como es el caso de aquellos pacientes con niveles muy bajos
de HOMA R y los pacientes con DT2 de inicio temprano.

El exceso de colesterol libre en la membrana o dentro de la célula es causa de
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citotoxicidad, hecho que ha sido ampliamente estudiado en macréfagos (126). Los
mecanismos involucrados en dicha citotoxicidad incluyen la pérdida de fluidez de la
membrana celular que puede causar disfuncion de las proteinas transmembranales,
la disfuncion de las “balsas lipidicas”, lo cual podria alterar diferentes cascadas de
senalizacion, la induccidon de la apoptosis, el dafo oxidativo y la formacion de
oxiesteroles toxicos (127).

Ademas, se sabe que la insulina disminuye la expresion de ABCA1 en leucocitos vy
en adipocitos 3T3-L1, mientras que la glucosa aumenta la expresiéon de ABCA1 en
leucocitos in vivo (128).

Por lo tanto consideramos que la posible asociacion de la variante -565C>T con
alguno de los subtipos de DT2 debera evaluarse en una muestra de mayor tamafio,
debido a que la frecuencia del alelo de riesgo (alelo T) es muy alta en la poblacién

mestiza mexicana.

Limitaciones del estudio.

Este proyecto incluyd un numero relativamente bajos de sujetos de los distintos
grupos, en los que se realizd el estudio de asociacion caso-control. Consideramos
por lo tanto necesario ampliar la muestra de individuos con obesidad modrbida, para
tener un mayor poder estadistico que pueda soportar el ajuste por ancestria.

Los mestizos mexicanos son el resultado de la mezcla de las poblaciones de nativos
americanos (grupos indigenas) y europeos (espafnoles) ocurrido durante la
colonizacion espafola, con una menor contribucion de la poblacién africana
(129,130). Por lo tanto, un disefio de estudio caso-control en poblacion mestiza
requiere del ajuste de la proporcion de ancestria entre grupos de casos y controles.
Para lograr esto es necesario tipificar al menos 10 marcadores de ancestria en el
grupo de sujetos delgados obesos y obesos mérbidos.

A pesar de que sera necesario incluir el analisis de estratificacion poblacional en el
estudio de asociacion caso/control, no tenemos evidencia para pensar que la
variante -565C>T de ABCA1 pudiera ser exclusiva de poblaciones amerindias, como
es el caso de la variante R230C de ABCA1. Se ha sugerido que la mayor
susceptibilidad genética de la poblacién mexicana a la obesidad y a la diabetes tipo 2

probablemente esté relacionada con su componente indigena (131,132).
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Villarreal et al. (89) encontraron que, en casi todas las poblaciones indigenas
analizadas, la frecuencia de la variante de riesgo del SNP R230C de ABCA1, es de
aproximadamente el doble que la observada en mestizos mexicanos. La variante
R230C es aparentemente un marcador informativo de ancestria amerindia, con una
asociacion significativa con niveles bajos de HDL, obesidad y comorbilidades
relacionadas con la diabetes.

Nuestro estudio presenta algunas limitaciones que es necesario considerar. En
primer lugar, se carece de datos sobre factores ambientales como dieta y actividad
fisica de algunos de los participantes en el estudio, que podrian estar modificando el
efecto de la variante estudiada. Tampoco se cuenta con el nivel de adiponectinas,
principalmente adiponectina y leptina de todos los participantes, que como ya se
menciond anteriormente, juegan un papel importante en la obesidad y la obesidad
morbida. Tampoco contamos con la determinacion de insulina en todas las muestras
genotipificadas, por lo que no fue posible determinar los valores de HOMA IR en los
distintos grupos de estudio, y determinar si existen o no asociaciones con la
resistencia a la insulina en los sujetos obesos, obesos modrbidos y los controles

delgados.
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XIV. Conclusiones

El alelo T del polimorfismo -565C>T de ABCA1 present6 una de las frecuencias mas
altas informadas en la literatura y su frecuencia present6 diferencias significativas
con la reportada para poblaciones europeas.

Se evidencio la asociacion de la -565C>T de ABCA1 a la obesidad mérbida, lo que
sugiere que esta variante pudiera ser un marcador para la obesidad mérbida. Sera
importante realizar el estudio de ancestria para validar la asociacién encontrada y
que esta no sea debido al efecto de la estratificacion de |la poblacion.

El sondeo de la variante en distintos subgrupos de DT2 no presenté diferencias
significativas entre los ellos, sin embargo, tampoco se descarta que puedieran
encontrarse asociaciones en una muestra mayor individuos, particularmente en
aquellos con un defecto severo en la secrecion de insulina (HOMA R bajo) o en
individuos con DT2 de inicio temprano, tal como se ha descrito para la variante
R230C de ABCA1.

Como perspectiva se planea realizar un estudio de asociacidon caso/control
considerando ambos polimorfismos ( R230C y -565C>T de ABCA1 ) ya sea que
estos presenten desequilibrio de ligamiento o no, para estudiar la posible asociacion
de haplotipos con la obesidad, la obesidad moérbida y la DT2 o bien el efecto aditivo
de ellos sobre distintos rasgos bioquimicos.

Sera importante también determinar el efecto funcional de esta variante en el
adipocito y en la célula 3 pancreatica a través de estudios in vitro.

La alta frecuencia de la variante en la poblacién mexicana permitira hacer estudios
genotipo-fenotipo, y podra asi buscarse el posible efecto de esta variante en otros
padecimientos en los cuales el metabolismo de los lipidos y el colesterol juegan un
papel importante, como por ejemplo la funciéon neurolégica, en el riesgo de
desarrollar aterosclerosis, infarto agudo al miocardio y enfermedad vascular.

Sera importante evaluar la respuesta que tienen los portadores del alelo de riesgo T
a diferentes tratamientos como dieta y ejercicio, o a la administracion de
medicamentos para obesidad o DT2 en un estudio a largo plazo.

La prevalencia de obesidad mérbida esta aumentando a una velocidad alarmante en
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nuestro pais. Esta enfermedad forma parte de la epidemia de obesidad que afecta a
los paises industrializados y en vias de desarrollo. La gran prioridad en salud publica
deberia ser la prevencion de la obesidad en el conjunto de la poblacion.

Este trabajo contribuye al entendimiento del papel que tiene el gen ABCA1 en el
desarrollo de la obesidad y la obesidad moérbida en la poblacion mexicana, ademas
de que permitid describir la frecuencia de esta variante en distintos subgrupos de
pacientes con DT2 y en una muestra de poblacién abierta mexicana, sentando las

bases de estudios posteriores.
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