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1. Resumen

La diabetes tipo 2 (DT2) es un desorden metabdlico que representa entre el 90 y 95% de
todos los casos de diabetes y es uno de los principales problemas de salud publica en el
mundo. La DT2 se considera una enfermedad de tipo multifactorial; lo que quiere decir
que es un conjunto de factores ambientales y genéticos los que determinan que se
detone. A partir de los estudios de asociacion genomica (GWAS), se han encontrado
marcadores genéticos que han ayudado a entender la genética de la diabetes, algunos
de estos, son los polimorfismos de un s6lo nucleétido (SNPs).

El SNP rs3758391 se ubica en la region promotora del gen SIRT1, del cual se sabe que
la proteina que codifica, modula la gluconeogénesis en el higado y regula la secrecién de
insulina en células B-pancreaticas. El alelo T ancestral del rs3758391 se ha asociado con
el riesgo a padecer DT2 en poblaciones mexicanas.

Por otra parte, se sabe que el SNP rs1800470 se encuentra en el gen TGF-£1 el cual se
ha considerado fuertemente como un mediador clave en la fibrosis renal asociada a
nefropatia diabética. Este SNP provoca el cambio del aminoacido prolina por una leucina
y se ha asociado al alelo variante T con el riesgo a desarrollar DT2 y nefropatia diabética
en pacientes que ya presentan la enfermedad.

A pesar de que ya se conocen los alelos de riesgo del rs3758391 y rs1800470, no se
sabe con precision el mecanismo de su asociacion con la enfermedad. Aunque se cree
qgue una cierta proporcion de estos SNPs ejercen su efecto sobre la expresion genética.
En el presente estudio se incluyeron a 127 personas adultas seleccionadas de acuerdo a

los criterios de inclusion en la Unidad de Investigacion en Bioquimica del Centro Médico



Nacional Siglo XXI, IMSS. A los individuos se les extrajo ADN a partir de sangre
periférica y se determino el genotipo para los rs3758391 y rs1800470.

Después, se obtuvo el ARN y se sintetizé DNAc para determinar la expresién de los
genes SIRT1y TGF-f1 a través de una PCR en tiempo real. Posteriormente, se asocio
la expresion de los genes SIRT1y TGF-B1 con los genotipos del rs3758391 y rs1800470
respectivamente.

Los resultados demostraron que el alelo T ancestral se asocia con el aumento en la
expresion del gen SIRT1; también se vio que éste incremento en la expresiéon del gen es
relevante solo hasta poseer dos copias de este alelo.

La expresién aumentada de SIRT1 observada en este estudio, podria reflejar una mayor
actividad de la proteina. Este a su vez, podria permitir la deacetilacién de factores de
transcripcion que son reguladores de la gluconeogénesis que conllevan a un estado de

hiperglucemia prolongado y por lo tanto el riesgo de padecer DT2.

En el caso del rs1800470, este estudio demostrd que el alelo T variante esta relacionado
con una mayor expresion del gen TGF-£1, ademas basta una sola copia del alelo de
riesgo T para que existan cambios. Las modificaciones en la expresion de TGF-B1
favoreceran eventos intracelulares que suprimen la expresién de otros genes, entre los
cuales se encuentra el gen de la insulina. Ademas, TGF-B1 suprime factores que
promueven la funcién optima de las células B-pancreaticas, determinando asi el riesgo
de padecer DT2.

Debido a que se observaron cambios en la expresion de SIRT1y TGF-f1 asociados a
los alelos de riesgo de los SNPs, debe estudiarse con mas detalle la sefalizacion de las

proteinas respectivas para entender con mayor detalle su relacion con DT2.



2. Introduccion

En los ultimos afnos, hemos escuchado la palabra diabetes con mas frecuencia. Todos
conocemos algun vecino, familiar o amigo que es diagnosticado con diabetes o ha
fallecido por esta misma causa. Se estima que en el 2030 habra 366 millones de
enfermos en todo el mundo, aproximadamente 195 millones mas que en el afio 2000,

aunque es importante sefialar que existen muchos casos sin diagnosticar (1).

La diabetes es un desorden metabdlico caracterizado por hiperglucemia y resistencia a
la insulina en tejidos periféricos, asi como por la disminucion en la capacidad de
secrecion de la insulina por parte de las células B-pancreaticas (2). En el presente trabajo
se estudio especificamente a la diabetes tipo 2 (DT2), ya que representa entre el 90 y
95% de todos los casos reportados de diabetes y es uno de los principales problemas de
salud publica en el mundo (3). Tan so6lo en México, los estados con mayor incidencia de
DT2 son el Estado de México, Ciudad de México, Jalisco y Veracruz (4).

La mayoria de las enfermedades cronico-degenerativas como la DT2, resultan de la
interaccidon de factores ambientales y genéticos (5). Dentro de los factores ambientales,
se involucran aspectos como el consumo recurrente de alimentos con alto contenido de
carbohidratos vy lipidos, la inactividad fisica, el habito de fumar, consumo de alcohol,
entre algunos mas que forman parte del estilo de vida de la sociedad urbana moderna
(6,7).

En cuanto a los factores genéticos, distintos grupos de investigacién han trabajado para
identificar genes y proteinas que presentan alteraciones en su cantidad o funciéon en
personas afectadas por DT2 (8), sin embargo, al ser esta enfermedad de tipo poligénica,
no sigue patrones hereditarios Mendelianos, por lo que también se le denomina

compleja (8).



Los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) son el componente genético de la diabetes
que se ha estudiado ampliamente mediante estudios de asociacion del genoma completo
o GWAS (Genome Wide Association Study) en diferentes poblaciones. Los SNPs son
cambios de un sélo nucledtido en el ADN que se presentan aproximadamente en 1 de
cada 1000 pb y representan el tipo de variacion mas abundante en las poblaciones
humanas (9). Los GWAS han mostrado asociacion entre los SNPs y la DT2, aunque una
limitante de estos analisis, es que no aportan informacién sobre los mecanismos
alterados que favorecen el desarrollo de la DT2. Un SNP puede representar un cambio
en la secuencia de una proteina y por lo tanto alterar su funcion, o bien puede no
cambiar su secuencia y no presentar efecto alguno (9). Por otra parte, los SNPs también
pueden modificar la expresion de genes y estos a su vez alterar el fenotipo y por tanto
tener un efecto fisiopatologico como la DT2 (9). Los SNPs pueden encontrarse en los
promotores de los genes; potenciadores o en lugares especificos que afectan la
transcripcion y por lo tanto los niveles de expresidon genética (10).

Conocer los cambios funcionales asociados a los SNPs es determinante para entender
la manera en la que la genética contribuye al desarrollo de la DT2.

Estudios previos en la Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica del Centro Médico
Nacional SXXI, IMSS abordaron este tema con la intencién de determinar la contribucién
de dos SNPs (rs3758391 y rs1800470) en la transcripcion de SIRT1 y TGF-1 (11,12).
En dicho estudio se incluyd una poblacién infantil y se encontré que estos SNPs
modifican de manera significativa la expresién genética, sin embargo; algunas limitantes
fueron un numero reducido de sujetos de estudio, lo que impidié la determinacion de la
expresion genética en nifios con genotipo heterocigoto.

En el trabajo que ahora se propone, se plantea aumentar el numero de muestras e incluir

al grupo de los heterocigotos para corroborar si estos resultados observados en la

4



poblacion infantil se reproducen en una poblacion adulta. También se analizara la

asociacion del genotipo con parametros bioquimicos de la poblacion.

3. Marco teodrico

3.1 ¢Qué es ladiabetes?

El término diabetes fue introducido por Demetrious de Apamea entre el primer y segundo
siglo antes de cristo, el cual aludia a la frase pasar a través de debido a que el signo
caracteristico que se observaba en los pacientes era poliuria, por lo que se creia que los
liquidos pasaban directamente a ser desechados por el organismo (13). Actualmente la
diabetes se define como un desorden metabdlico caracterizado por hiperglucemia y
resistencia a la insulina en tejidos periféricos, ademas de una disminucion en la
capacidad de secrecién de insulina por parte de las células B-pancreaticas (2). Se
conocen diferentes tipos de diabetes, entre las cuales estan; diabetes tipo 1, tipo 2,
gestacional y otros tipos de diabetes menos comunes como la diabetes monogénica; por
ejemplo la diabetes tipo MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) que es originada
por mutaciones genéticas que producen una severa pérdida de la funcion del gen
implicado. Un ejemplo mas de otra diabetes poco comun es la secundaria, la cual surge

de otras enfermedades que afectan al pancreas (14).

3.2 Diabetes tipo 2

El tipo de diabetes mas comun es la DT2 ya que representa entre el 90 y 95% de todos
los casos de diabetes y es uno de los principales problemas de salud publica en el

mundo (3).



La DT2 generalmente se presenta en adultos, pero en los ultimos afos, se ha visto cada
vez mas en nifos y adolescentes (14). En las etapas iniciales de la enfermedad, el
pancreas secreta cantidades adecuadas de insulina, pero debido al desarrollo de
resistencia, esta hormona se vuelve ineficaz. Con el tiempo, el dafo en el pancreas
disminuye la liberacion de insulina, lo que significa que la glucosa continua circulando en
sangre sin ser metabolizada. La presencia prolongada de hiperglucemia dafa a tejidos
dando lugar a complicaciones (15).

La DT2 se considera un desorden multifactorial; lo que quiere decir que es el resultado
de multiples factores de riesgo, tales como; obesidad, mala alimentacion, falta de
actividad fisica, edad avanzada, antecedentes familiares, origen étnico, nutricion
inadecuada durante la gestacion, etc. (16).

En muchos casos, esta enfermedad no es diagnosticada tempranamente, sino hasta
después de muchos anos, debido a que la hiperglicemia no es lo suficientemente severa
para provocar sintomas detectables clinicamente (16). Algunas estimaciones indican que

1 de cada 2 adultos con DT2 no estan diagnosticados (15).

3.3 Genéticade laDT2

A diferencia de lo que ocurre con la diabetes tipo 1 y los tipos de diabetes monogénica
en donde se han localizado genes unicos asociados con la enfermedad, en la DT2 no ha
sido posible esta relacion unica, pues se ha encontrado que diversas mutaciones en mas
de un gen contribuyen al desarrollo de esta patologia. Por lo que a la DT2 se le ha
denominado como una enfermedad multigénica o compleja (17).

Existen diferentes estrategias para la identificacion de los genes asociados a un rasgo
determinado, entre las cuales estan; estudios de mapeo genético, estudios de expresion

diferencial de genes o proteinas, modelos animales donde se inactiva selectivamente la
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funcién de algunos genes en distintos tejidos y los estudios de asociaciéon gendmica, los
cuales evaluan la posible asociacion de miles de marcadores genéticos distribuidos en
todo el genoma con la diabetes o rasgos metabdlicos relacionados (18,19). A través de
estos métodos se han identificado en los ultimos afios distintos genes y regiones
cromosomicas implicadas en el riesgo al desarrollo de DT2.

Los estudios GWAS son un tipo de estudio de asociacion genética que permite realizar
una proyeccion extensa y de alta densidad del genoma completo en busca de sitios de
asociacion significativa con un fenotipo de interés (19). A partir de estos estudios, se han
encontrado marcadores genéticos que han ayudado a entender la genética de la

diabetes, algunos de estos son los polimorfismos de un solo nucleétido.

3.4 Polimorfismos de un sélo nucleétido

Un polimorfismo de un solo nucleétido o SNP es el tipo de variacion genética mas simple
y consiste en la sustitucion de un solo nucledtido por otro en cualquier secuencia del
ADN, que se presentan con una distribucion de 1 SNP por cada 1000 pb (figura 1) (9,20).
Actualmente se han descrito mas de 10 millones de SNPs en todo el genoma, aunque se

estima que existen aproximadamente 20 millones de ellos (10).

Figura 1. Representacion esquematica de un SNP (21).



Estas variaciones en el ADN contribuyen a la variabilidad fenotipica de cada individuo,
asi como la susceptibilidad a distintas enfermedades (10). El estudio de los SNPs ha
contribuido a entender el origen de las poblaciones y asi reconstruir parte de la historia
evolutiva, también en la medicina forense y en el entendimiento de las enfermedades
multigénicas (22).

De acuerdo con su funcién y su localizacion en el genoma, los SNPs se han dividido en
(10,23):

o rSNPs (regulatory SNPs): Se encuentran cerca del sitio de inicio de la
transcripcion, aunque también pueden hallarse dentro de la regidn que se
transcribe. Alteran los niveles de expresion genética y pueden también alterar a
genes no codificantes.

o srSNPs (structural RNA SNPs): Se ubican en regiones que se transcriben, por lo
que afectan la estructura y funcion de los ARNs incluyendo el corte y empalme de
estos, también se incluye la regulacién de la traduccién a proteinas.

o CSNPs (coding SNPs): Se encuentran en los exones del gen, se subdividen en
sinbnimos y no sindnimos, estos ultimos cambian el aminoacido codificante y por
tanto la secuencia de la proteina que se trascribe.

Los tipos de SNPs que se abordaran en el presente estudio son aquellos que modifican

la expresidn genética.

3.5 Expresion genética

La expresion genética es el proceso por el cual la informacion genética contenida en el
ADN es utilizada para sintetizar moléculas que seran utiles para la célula; éstas suelen

ser proteinas o algunos ARNs reguladores (24).



Es particularmente notorio que de todo el genoma, del 70 al 80% corresponde a ADN no
codificante (figura 2), el cual comprende secuencias transcripcionalmente inactivas de
funciones diversas; entre las que destacan promotores de genes o reguladores de la
transcripcion. Aunque en muchos casos, su funcion es desconocida, se piensa que
muchas de estas regiones pueden tener un papel en el sistema de regulacion genética

(25).

Figura 2. Organizacion del genoma humano. Adaptado
de Alcoceba M, 2010 (25)

Los organismos eucariotas poseen un sistema de regulacién de expresion genética muy
particular disefado para que una célula responda a estimulos extracelulares. Este
sistema involucra una cadena de eventos que pueden modificarse y adaptarse para
satisfacer las necesidades que requiera el organismo. Los eventos pueden ir desde
modificaciones en la estructura de la cromatina, hasta la modificacién postraduccional de
la proteina codificada (26)

A continuacién se describe parte del proceso de expresion genética y algunos de los
niveles de regulacion:

o Condensacion de cromatina

La estructura de la cromatina, representa el primer paso para la expresion genética, en
este momento la célula elegira los genes que se transcribiran dependiendo del grado de
compactacion de esta, asi las regiones mas laxas seran las zonas activas donde ocurren

cambios especificos asociados con el inicio de la transcripcion (26).



o Metilacion del ADN
La metilacion del ADN es un proceso epigenético (cambios que ocurren sin una
alteracién en la secuencia de nucledétidos del ADN) que participa en la regulacion de la
expresion genética de dos maneras; directamente al impedir la unién de factores de
transcripcion e indirectamente propiciando la estructura cerrada de la cromatina (27,28).
o Transcripcion
La transcripcion es la etapa de la expresion genética que se lleva a cabo en el nucleo
celular y consiste en la formacion de un transcrito primario de ARN complementario a

partir de una hebra molde de ADN. Se distinguen tres etapas (figura 3) (29):

1. Iniciacion: La enzima ARN polimerasa se une a una secuencia promotora en la
doble hebra de ADN para separarla.

2. Elongacién: La ARN polimerasa comienza a agregar nucleotidos complementarios
para hacer el transcrito de ARN denominado mensajero (ARNm).

3. Terminacién: Cuando la polimerasa alcanza el sitio de terminacién, se detiene el

proceso y el transcrito de ARN y la polimerasa se separa del ADN.

10



Figura 3. Etapas del proceso de transcripcion, a) Iniciacién, b) Elongacion,

c) Terminacion (30).

El transcrito primario de ARN resultante, sufre eventos postranscripcionales como
eliminacion de intrones (splicing) y diferentes tipos de poliadenilacion en su camino hacia
la maquinaria ribosomal, lo que permite que un solo gen dé lugar a mas de una
secuencia de ARNm y por lo tanto diferentes isoformas de proteinas (26).

o Traduccion
El mensaje llevado por el ARNm es convertido en una proteina durante esta etapa, para
lo cual es necesario un cdodigo genético que es empleado para leer el mensaje y

traducirlo en una secuencia de aminoacidos.
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Se conocen tres pasos (24):

1. Iniciacion: Se forma un complejo de iniciacion en las subunidades ribosomales
que incluye al ARNm y un ARN de transferencia (ARNt) con un codon de
iniciacion.

2. Elongacién: Se unen otros ARNts al complejo de iniciacion que van adicionando
aminoacidos para alargar la cadena polipeptidica mientras el ribosoma se
desplaza debajo del ARNm.

3. Terminacion: Se encuentra un codon de terminacion y el péptido formado se libera
del ribosoma, simultaneamente el complejo se disocia.

Cuando la sintesis proteica se completa, la proteina se pliega y queda expuesta a

modificaciones postraduccionales que contribuiran a su funcion bioldgica.

El proceso de la expresidon genética en las células eucariotas implica una serie de pasos
y puntos de regulacion muy especificos, si se presenta alguna modificacién en alguno de

ellos, el resultado sera una proteina alterada y por tanto un fenotipo diferente.

3.6 SIRT1

Las sirtuinas son una familia de deacetilasas dependientes de NAD" presentes en
organismos procariontes y eucariontes. Existen siete tipos conocidos en mamiferos, de
las cuales SIRT1 (Silent mating-type Information Regulation 1 homologue 1) es el
miembro mas estudiado (31,32).

Se sabe que estas enzimas intervienen en numerosos procesos celulares como el
silenciamiento de algunos genes, metabolismo de energia, envejecimiento, funciones
endoteliales, regulacidon epigenética, funciones neuronales, regulacion de factores de

transcripcion, entre otros (31, 32, 33).
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A SIRT1 se le ha atribuido la regulacion de varios procesos metabdlicos que permiten a
la célula adaptarse a situaciones de estrés y por lo tanto tener un papel amortiguador en
enfermedades metabdlicas (31). Se sabe por ejemplo que esta proteina modula la
gluconeogénesis en el higado a través de la deacetilacién de factores de transcripcion
importantes como PGC-1a, FOXO1 y CRTC2. En ayuno, CRTC2 es activado a través de
la acetilacion por el coactivador CBP/p300, lo cual promueve la transcripcion de genes
gluconeogénicos. SIRT1 también estimula la oxidacion de acidos grasos en coordinacion
con PPARa, y en células B-pancreaticas regula la secrecion de insulina a través de
UCP2 (31).

SIRT1 es una proteina codificada por el gen que lleva el mismo nombre y que se localiza
en la posicion 10g21.3 (34). En humanos, las variaciones en este gen se han visto
relacionadas con obesidad y DT2 en estudios de poblaciones europeas (35,36).
Recientemente, se han identificado 82 SNPs a lo largo de todo el gen SIRT1 de acuerdo
con los datos obtenidos del proyecto 1000 Genomes Project (37). Dentro de estos, el
SNP rs3758391 (alelo T (ancestral), alelo C (variante)); que esta ubicado en la regién
promotora del gen se ha asociado significativamente con el riesgo a padecer DT2 en una
poblacién mexicana (38). Esto supone que el rs3758391 modifica mecanismos celulares
relacionados con la homeostasis de la glucosa.

De acuerdo a la posicion en la que se encuentra el rs3758391 se clasifica como un
rSNPs (regulatory SNPs) lo que implica que puede cambiar la expresion del gen donde
se encuentra. En el caso particular para SIRT1 se vio que su sobreexpresion esta
asociada con la proliferacién alterada de hepatocitos y ademas un incremento de la
mortalidad de estos causada por dafio hepatico debido a la acumulacion de acidos
biliares (39), mientras que niveles bajos en la expresién del gen en ratones se ha

asociado con regeneracion defectuosa en el higado (40), lo que sugiere que ambos
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extremos en la expresion de SIRT1 tiene efectos negativos en la proliferacion de las
células del higado y por lo tanto en sus funciones fisiologicas. Por otro lado, se sabe que
niveles bajos en la expresion de SIRT1 en las células B-pancreaticas aumenta los niveles

de la proteina UCP2 que a su vez disminuye la secrecion de insulina de estas (31,41).

3.7 TGF-p1

El factor de crecimiento transformante beta-1 (TGF-B1) es un regulador general de las
actividades celulares con multiples efectos biolégicos, pues su expresiéon regula de
manera autdcrina o paracrina la diferenciacion, proliferacion, y el estado de activacion
celular. Es sintetizado por diferentes estirpes celulares, como linfocitos, macréfagos,
fibroblastos, miocitos, astrocitos, células epiteliales, células del riidon, plaquetas y
algunas células tumorales (42).

Esta citocina forma parte de una gran familia de reguladores multifuncionales que
incluyen a tres isoformas, TGF-B1, 2 y 3 las cuales comparten homologia en su
secuencia de aminoacidos y son mediadas por los mismos receptores, aunque tienen
distintos patrones de expresion (43).

El miembro mas estudiado es TGF-B1, el cual se ha considerado fuertemente un
mediador clave en la fibrosis renal asociada a nefropatia diabética; definida como la
acumulacién de cantidades anormales de colageno, fibronectina y otras moléculas que
inducen el engrosamiento de la matriz extracelular del glomérulo renal (44). Ademas el
proceso se favorece con el reclutamiento de células inflamatorias, especies reactivas de
oxigeno y moléculas del complemento. Entre todos estos factores, las alteraciones en los
niveles de TGF-B1 han sido ligadas mayoritariamente con nefropatia diabética y otras

enfermedades crénicas renales (44).
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TGF-B1 también induce otros eventos intracelulares como la regulacién de factores de
crecimiento que intervienen en la diferenciacion celular a través de cambios en la
expresion de los genes jun-B, c-fos y c-myc y la activacion de proteinas G,
adicionalmente participa en la activacion o supresiéon del sistema inmune. Estas
funciones dependen del estado de activacion celular, de su concentracién, del balance
de expresion de otras citocinas y de las condiciones fisiologicas de las células sobre las
que actua (42).

Antes de que TGF-B1 desencadene los eventos mencionados, es secretado en forma
inactiva, por lo que pasa por un proceso de activacién con ayuda de otras moléculas
(figura 4). Posteriormente se comienza con la sefalizacion de. TGF-B1 activo, el cual se
une a receptores anclados a la membrana que son especificos para este. Los siguientes
pasos dependeran de la via de sefializacidn que siga la célula, pues se han descrito dos
mecanismos posibles; dependiente de Smad (figura 5) y no dependiente de Smad cuyo
resultado final en ambas, es la translocacion de un complejo proteico al nucleo que se
unira especificamente al ADN de la célula e intervendra en el proceso de transcripcion y

por tanto en la expresion genética (42, 44).
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Figura 4. Sintesis y activacion de TGF-31 (44).

Figura 5. Via de senalizacion de TGF-31 dependiente de Smad (44).
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El factor transformante B1 es codificado por el gen TGF-S1 que se ubica en la posicion
19q13.2 (45). Se han descrito SNPs asociados a DT2 que por su localizacion o por fuerte
desequilibrio de ligamiento (alelos cercanos entre si en un mismo cromosoma que
tienden a heredarse juntos) con otros SNPs, indican una funcién en la regulacion de la
expresion de este gen.

El rs1800470 (alelo C (ancestral), alelo T (variante)); es un SNP de tipo missense y
provoca el cambio del aminoacido prolina a leucina. Adicionalmente, este SNP se
encuentra en desequilibrio de ligamiento con otros SNPs, en la region promotora del gen
(46).

En un estudio realizado en poblaciones de India se encontré asociacion del rs1800470
con el riesgo de padecer DT2 y nefropatia diabética (47), ademas en un estudio de una
poblacién mexicana y en poblaciones de Espafia y Alemania también se asocié al SNP

con nefropatia diabética (48, 49,50).

4. Planteamiento del problema

La prevalencia de DT2 ha aumentado en los ultimos afos. Se estima que en el 2030
habra 366 millones de enfermos en todo el mundo, aproximadamente 195 millones mas
que en el afno 2000 (1). Ademas de ser un problema de salud a nivel mundial, la DT2
representa un gasto importante para los sistemas de salud, por lo que los esfuerzos en
salud publica para una cultura de prevencion es una meta importante por alcanzar.

En los ultimos afnos, muchos reportes sobre la genética de la DT2 se ha centrado en el
estudio de la asociacion de los SNPs con el riesgo a padecer la enfermedad; sin
embargo en la mayoria de los casos, no se conoce el mecanismo de esta asociacion,

aunque se cree que una cierta proporciéon de estos SNPs ejercen su efecto sobre la
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expresion genética. Las diferencias en la expresidn de ciertos genes entre un sujeto y
otro pueden modificar el fenotipo y por lo tanto ser la causa de la enfermedad (9).
Conocer las diferencias en la expresion de los genes SIRT1 y TGF-B1 permitira
determinar como afecta la presencia de los SNPs correspondientes y adicionalmente
tratar de dilucidar el mecanismo celular para seguir entendiendo la asociacién de los
SNPs con la DT2.

En trabajos previos se determind que la expresion de SIRT1 fue mayor en nifios que
presentan el genotipo de riesgo TT (p=0.017) (11). Por otra parte, la expresiéon de TGF-
B1 aumentd en nifos obesos con el genotipo de riesgo TT (p=0.003) (12). Aunque,
debido a limitaciones en el tamafio de la muestra en dicho estudio, no se pudo
determinar la expresién de estos genes en el grupo heterocigoto, por lo que quedaron
interrogantes por resolver: ;Cual es el efecto de la presencia de una sola copia del alelo
de riesgo sobre la expresion genética de SIRT1 y TGF-£1?, ;El efecto de los SNPs
rs3758391 y rs1800470 sobre la expresidn genética sufre modificaciones con la edad?
¢En la poblacién adulta, los genotipos de los rs3758391 y rs1800470 se asocian con

alteraciones en parametros bioquimicos relevantes en DT2?

5. Hipotesis
Los SNPs rs3758391 y rs1800470 asociados a DT2, tienen efecto sobre la regulacion de
la transcripcion de los genes SIRT1y TGF-B1 respectivamente y por lo tanto modificaran

Su expresion.

6. Objetivo general

Determinar en una poblaciéon adulta, si los SNPs rs3758391 y rs1800470 asociados a

DT2, modifican la expresion de los genes SIRT1y TGF-B1 respectivamente.
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6.1 Objetivos especificos

o Identificar el genotipo de muestras de ADN de una poblacion adulta usando
sondas Tagman para los rs3758391 y rs1800470.

o Determinar la expresién de los genes SIRT1y TGF-1.

o Analizar la asociacion entre la expresion genética de los genes SIRT1y TGF-f1y
los parametros bioquimicos; glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL colesterol, LDL

colesterol y colesterol total.

7. Materiales y métodos

7.1 Disefio experimental

Tipo de estudio:

o Observacional prospectivo

o Transversal descriptivo
Poblacion de estudio: Personas adultas seleccionadas de acuerdo a los criterios de
inclusion en la Unidad de Investigacion en Bioquimica del Centro Médico Nacional Siglo
XXI, IMSS.
Criterios de inclusion:

o Glucosa en ayuno igual o menor a 126 mg/dL

o Cualquier género

o Pacientes no relacionados (sin consanguinidad)

o Los participantes deberan tener entre 35 y 60 afios de edad.

o Con consentimiento informado autorizado
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Variables:
o Independiente: Genotipo

o Dependiente: Expresion genética

7.2 Obtencién de las muestras*

Los participantes que cumplian con los criterios de inclusion, asistieron a la Unidad de
Investigacion Médica en Bioquimica del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS donde
se les informé sobre los objetivos del proyecto dandoles un consentimiento informado
(Anexo 13.1). A todos los individuos que firmaron el documento, se procedié a tomarles
la muestra de sangre periférica.

Se colectaron 12 mL de sangre periférica en tres tubos con anticoagulante EDTA. La
muestra de un tubo se empleara para la extraccion de ADN gendmico, cuantificar
glucosa y determinar parametros bioquimicos. La muestra del segundo y tercer tubo sera
para la extraccion de ARN total. Todos los participantes se presentaron con un ayuno de

8 h.

7.3 Determinacién de parametros bioquimicos*

Se realizé la determinacion de la quimica sanguinea para conocer el estado de salud de
los participantes. El nivel de glucosa se midié a través del método de la glucosa oxidasa.
También se realizaron las determinaciones de colesterol total y las fracciones de alta
(HDL) y baja densidad (LDL) vy triglicéridos, empleando el equipo ILAB 350 de

Instrumentation Laboratory®.

*Estos procedimientos se realizaron previamente en el laboratorio de Unidad de

Investigacion Médica en Bioquimica del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.
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7.4 Extraccion de ADN

La extraccion del ADN gendmico, se realiz6 en el Banco de ADN de la Unidad de
Investigacion Médica en Bioquimica del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS a partir
de 127 muestras de sangre total congelada de personas adultas previamente
seleccionadas de acuerdo a los criterios de inclusién.

La extraccion se realizdé de forma automatica usando el equipo AutoGenFlex STAR y el
kit FlexiGene® DNA AGF3000 siguiendo las recomendaciones del fabricante.

El principio del método de extraccion de este equipo consistid en agregar un
amortiguador de lisis inicial a la muestra de sangre para romper membranas celulares y
separar a los nucleos celulares por centrifugacion. Posteriormente el pellet se
resuspendio y se incubd en solucion amortiguadora de desnaturalizacién que contenia
una sal caotrépica y proteasa para separar el ADN de las proteinas. Después, el ADN se
precipitd con isopropanol y se lavé con etanol al 70%, finalmente se seco y resuspendio
en un amortiguador de hidratacion.

Una vez se obtuvo el ADN aislado, se cuantificé y midid su pureza por
espectrofotometria UV. Ademas, para observar la calidad del ADN se realizd un
corrimiento electroforético de cada muestra en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con
bromuro de etidio. La intensidad de las bandas correspondientes se observd en un

transiluminador UV.

7.5 Discriminacion alélica

Con el fin de determinar el genotipo de cada muestra para el rs1800470 y rs3758391, se

realizd una genotipificacion con sondas Tagman (tabla 1) usando el kit TagMan®
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Genotyping Master Mix de Applied Biosystems y el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR

System con el Software SDS .4.

ID ,

SNP (Life Technologies) Alelo -Fluoréforo
T-VIC
rs3758391 C 3003909 10 C - EAM
C - FAM
rs1800470 C_ 22272997 10 T-VIC

Tabla 1. Descripcidn de sondas TagMan® de Life Technologies.

Se preparé una mezcla de reaccién para cada muestra por analizar (tabla 2) y se
depositdé en una placa optica de 384 pozos. La PCR en tiempo real se realizé en el

equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System con el Software SDS.4 utilizando las

condiciones de amplificacion establecidas (tabla 3).

Componente Volumen por muestra (L)
TagMan Genotyping Master mix (2X) 2.5
Sonda TagMan (20X) 0.25
DNA (20 ng/pL) 2.25
Volumen total 5

Tabla 2. Mezcla de reaccién para genotipificacion por muestra.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) No. de ciclos
Pre-tratamiento 50 2:00 1
Desnaturalizacion
o 95 10:00 1
inicial
Desnaturalizacion 95 0:15 40
Alineacion/extension 60 1:00

Tabla 3. Condiciones de amplificacion para PCR en tiempo real.
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Una vez concluidos los ciclos, se obtuvieron graficas de discriminacion alélica que

ayudaron a identificar el genotipo de cada muestra.

7.6 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN de cada muestra se realizé de forma manual a partir de una capa
leucocitaria obtenida a partir de 4 mL de sangre total conservada en TriPure Isolation
Reagent de Roche a -70 °C.

El método consistié en la adicion de 2 mL de TriPure Isolation Reagent®, el cual es una
solucién que contiene fenol y tiocianato de guanidina. Este ultimo reactivo se encarga del
rompimiento de membranas celulares. Enseguida se agregé cloroformo y después de
centrifugar se obtuvo la fase acuosa donde permanece el ARN.

El ARN se precipitdé agregando isopropanol y manteniendo la muestra a -70 °C por al
menos 1 h. Después de centrifugar, se realizaron dos lavados con etanol al 75%, se dejo

secar y se resuspendié en agua DEPC.

7.6.1 Cuantificacion del ARN

Dos de las caracteristicas que se deben verificar después de extraer el ARN son; la
concentracion y pureza obtenida. Estos parametros se midieron en un espectrofotometro
EPOCH midiendo las relaciones 260/280 y 260/230 para determinar la pureza del ARN

asi como su concentracion.

7.6.2 Integridad del ARN

La tercera caracteristica y no menos importante con la que debe cumplir el ARN

obtenido, es la integridad, lo cual se observé con el corrimiento electroforético de cada
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muestra en un gel de agarosa al 0.8% tefido con bromuro de etidio. La intensidad de las

bandas correspondientes al ARN ribosomal se observaron en un transiluminador UV.

7.7 Tratamiento con ADNasa |

Las muestras de ARN que cumplieron con las caracteristicas de calidad (buena
concentracion, pureza e integridad) fueron tratadas con la enzima ADNasa |, la cual se
encargo de eliminar trazas de ADN que permanecian en las muestras.

Se utilizé el kit Thermo Scientific DNasa molecular biology. Se preparo la mezcla de

reaccion indicada en la tabla 4 para cada muestra:

Componente Cantidad
Muestra de ARN 0.6 ug
Amortiguador 10X con MgCl, 1uL
ADNasa | (1U/yL) 1U
Agua DEPC Hasta completar 10 uL
Volumen final 10 yL

Tabla 4. Mezcla de reaccion para el tratamiento con ADNasa

Una vez que se tuvieron las mezclas de reaccion, se incubaron a 37 °C por 30 min,
trascurrido el tiempo se agregd 1 uL de EDTA 50 yM a cada muestra para inactivar la
enzima y finalmente incubarla a 65 °C por 10 minutos.

Se comprobd que las muestras tratadas no tuvieran trazas de ADN realizando una PCR
de punto final con ADN Polimerasa. No se observé amplificaciéon de los genes de

estudio.
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7.8 Sintesis de ADNc

Para realizar los analisis de expresion de los genes de interés, es necesario usar como
molde ADN complementario (ADNc) el cual es sintetizado a partr de ARNm
monocatenario con ayuda de la enzima transcriptasa inversa, que funciona como una
ADN polimerasa agregando los nucleétidos complementarios al ARN para sintetizar
ADN.

Se sintetizé6 ADNc de todas las muestras de ARN tratadas con ADNasa | para lo cual se
uso el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription de Applied biosystems y se preparo

la mezcla de reaccion sefialada en la tabla 5 para cada muestra.

Componente Volumen por muestra (L)

10X RT Buffer 2

25X dNTP mix 100 mM 0.8

10X RT Random primers 2
MuitiScribe™ Reverse 1
Transcriptase (50U/uL)

Agua DEPC 4.2

Volumen final 10

Tabla 5. Mezcla de reaccion por muestra para la sintesis de ADNc.

A cada muestra de ARN libre de ADN que contenia 10 uL, se le adicionaron 10 pL de la
mezcla de reaccién para posteriormente introducirlas en el termociclador bajo las

condiciones indicadas en la tabla 6.
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Ciclos

1 2 |3
Temperatura (°C) | 25| 37 | 85
Tiempo (min) 10120 | 5

Tabla 6. Condiciones para la sintesis de ADNCc.

Una vez concluidos los 4 ciclos se almacenaron las muestras a -70°C.

7.9 RT-PCR

El analisis de expresion relativa se realizé a través de una reacciéon de PCR en tiempo

real usando el kit Thermo Scientific Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) y

el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System.

La mezcla de reaccion del kit contenia lo siguiente; Tag DNA Polimerasa Hot Start,

dNTP's, una solucion salina que funciona como amortiguador, el fluoréforo SYBR Green |

que se une al ADN de doble cadena y Rox passive reference dye como un fluoréforo de

referencia pasiva.

Se preparo la siguiente mezcla de reaccion para cada muestra (tabla 7):

Vol/muestra

Componente (uL)
Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) 25
Forward Primer 0.5
Reverse Primer 0.5
Muestra cDNA 1.5
Volumen final 5

Tabla 7. Mezcla de reaccion para la RT-PCR por muestra.

Los primers que se usaron fueron disefiados utilizando la herramienta informatica

Primer-BLAST de NCBI (National Center for Biotechnology) considerando las siguientes

caracteristicas:
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o Tamano entre 18 y 30 pares de bases

o %G-C de 50 a 60

o Tmentre 50-65°C

o Tmy similar entre el Forward y Reverse primer.
o Evitar complementariedad entre los primers.

Los primers que fueron empleados en la RT-PCR se muestran en la tabla 8:

Tamano
Gen Primer Secuencia Tm del
amplicon
Forward 5" GCTGAGGTATCGCCAGGAAT 3’ 59.6 119
TGF-B1 | Reverse 5" TACCTGAACCCGTGTTGCTC 3° 60
Forward 5" ACAGGTTGCGGGAATCCAAA 3’ 60.2 155
SIRT1 Reverse 5" GTTCATCAGCTGGGCACCTA 3° 59.8
Forward | 5° CAAGAAGTATGCTGAGGCTGTCA 3" | 60.6 68
PGK1* | Reverse 5" CAAATACCCCCACAGGACCAT 3’ 59.7

*Gen de referencia

Tabla 8. Caracteristicas de los primers empleados en la RT-PCR

La mezcla de reaccidon se colocd para cada muestra en una placa optica de 384 pozos
para posteriormente introducirla al equipo de PCR en tiempo real y realizar la

amplificacion utilizando las siguientes condiciones indicadas en la tabla 9.
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Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) No. de ciclos

Pre-tratamiento 50 2:00 1

Desnaturalizacion

o 95 10:00 1
inicial
Desnaturalizacion 95 0:15 40
Alineacion/extension 60 1:00

Tabla 9. Condiciones de amplificacion para RT-PCR

Adicionalmente se realizé una curva de disociacion para los productos de amplificacion

con las siguientes condiciones de la tabla 10:

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) No. de ciclos
Desnaturalizacion 95 0:15 1
Hibridacién 60 0:15 1
Desnaturalizacion 95 0:15 1

Tabla 10. Condiciones para la curva de disociacion.

Concluidos los ciclos, se analizaron las curvas de amplificaciéon y disociacién obtenidas;
se calculo el valor de C; para cada muestra y se obtuvieron los niveles de expresion para

cada genotipo.

7.10 Analisis estadistico

Se obtuvieron los parametros bioquimicos para la poblacién de estudio y se reportaron
como media * desviacion estandar o mediana [cuartil 3 — cuartil 1] segun fue caso.

El riesgo cardiovascular es la probabilidad que tiene una persona de sufrir un evento
cardiovascular en un periodo de 10 afios. Se utilizé un método de puntuacion para
medirlo, el cual considera variables como edad, sexo, HDL colesterol, colesterol total,

presion arterial, habito de fumar y enfermedades metabdlicas como la diabetes (51,52).
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El indice cintura-cadera se obtuvo dividiendo lo que mide en centimetros el perimetro de
la cintura a la altura de la ultima costilla flotante, y el perimetro maximo en centimetros
de la cadera a nivel de los gluteos (53).

Por otro lado, se formaron tres grupos segun el genotipo obtenido para cada SNP y se
asociaron con los niveles de expresidén para cada grupo. Se aplico la prueba estadistica
ANOVA de un factor para determinar si existen diferencias significativas en la expresion
de SIRT1 y TGF-B1 entre los tres grupos formados. Adicionalmente, se aplico la prueba
estadistica t-Student para comparar la expresidon entre dos grupos, realizando
combinaciones entre los grupos para la comparacion.

Finalmente, se determinaron los parametros bioquimicos para cada grupo formado
segun el genotipo, y se determiné a través de pruebas estadisticas ANOVA y t-Student si
existia diferencia en algun parametro bioquimico.

Los analisis se realizaron con el software estadistico IBM SPSS Statistics 20.

8. Resultados

8.1 Descripcion de la muestra

Se emplearon 127 muestras de adultos con edad promedio de 47+8 afos. En la tabla 11
se muestran los parametros antropométricos (IMC, circunferencia de cintura, indice
cintura-cadera, presion arterial sistdlica, presion arterial diastdlica y riesgo
cardiovascular) y los parametros bioquimicos (glucosa, triglicéridos, HDL colesterol, LDL
colesterol y colesterol total) de la poblaciéon estudiada. En el momento del estudio, los
participantes no habian sido diagnosticados con DT2. Sin embargo; el IMC, indice

cintura-cadera y LDL colesterol se encontraban por encima de los valores de referencia.
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Parametro n=127 Valores de referencia
Edad (anos) 47 + 8 * -
IMC (kg/m?) 28.2 [25.3-32.5] < 25 (54)
) M: 0.88 [0.84-0.92] M: <0.85
Indice cintura-cadera
H: 0.95 [0.92-1.00] H: < 0.90 (53)
Presion arterial sistolica
110 [110-125] <120 mmHg (55)
(mmHg)
Presion arterial
. . 80 [70-80] < 80 mmHg (55)
diastdlica (mmHg)
Riesgo cardiovascular 4.11[2.3-7.3] <10 (52)
Glucosa (mg/dL) 94 [84-107] <126 mg/dL (56)
Triglicéridos (mg/dL) 132 [100-188] <150 mg/dL (57)
M: 48 + 14* M: > 50 mg/dL
HDL colesterol (mg/dL)
H:38+7* H: > 40 mg/dL (58)
LDL colesterol (mg/dL) 128 + 32 * <110 mg/dL (59)
Colesterol total (mg/dL) 183 +44 * < 200 mg/dL (59)

Tabla 11. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio. Los datos se representan
como mediana [Q1-Q3], excepto los sefalados. * = Media + Desviacion Estandar; M=

Mujeres; H= Hombres; IMC= indice de Masa Corporal.

8.2 Extraccion de ADN

Se extrajo satisfactoriamente el ADN de 127 muestras de sangre total congelada de los
pacientes seleccionados en el estudio. Se obtuvieron concentraciones de entre 150 y
200 pg/mL del material genético, con una relacion 260/280 de 1.8 y 1.9, lo cual indic6
que estaba libre de contaminantes; en cuanto a la integridad, también fue buena y se
demostrd con el corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 0.8% tenido con

bromuro de etidio (figura 6).
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Figura 6. Muestras de ADN gendmico en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro

de etidio.

8.3 Extraccion de ARN

En cuanto al ARN obtenido, se logré extraer de 100 a 300 pg/mL a partir de cada
muestra. La pureza dada por la relacion 260/280, arrojo valores de entre 1.8 y 1.9. La
integridad del ARN se aprecio a través de un gel de agarosa al 0.8% tefido con bromuro
de etidio, en el cual se observan las subunidades 18S y 28S caracteristicas de este

acido nucleico (figura 7).
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Figura 7. Muestras de ARN después de un corrimiento electroforético en un gel de

agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio.

8.4 Genotipificacion de los rs3758391 y rs1800470

Después de realizar la genotipicacién para cada SNP se obtuvo la siguiente distribucion
de frecuencias: Para el rs3758391 40.9% homocigotos en el alelo ancestral (TT), 44.9%
heterocigotos (TC) y 14.2% homocigotos para la variante (CC) (figura 8), mientras que
para el rs1800470 se obtuvieron 30.2% homocigotos para el alelo ancestral (CC), 52.4%
heterocigotos (TC) y 17.5% homocigotos para la variante (TT) (figura 9). Posteriormente,
se determind si las frecuencias genotipicas cumplian con el Equilibrio de Hardy-

Weinberg, obteniéndose los siguientes valores para la distribucién de Chi-cuadrada;
¥2=0.14 (p=0.709) para el rs3758391 y y2=0.53 (p=0.467) para el rs1800470 (60); por lo

tanto, ambos SNPs estan en equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Figura 8. Distribucién de frecuencias genotipicas para el rs3758391 T>C. n=127

La muestras estan en equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0.709).
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Figura 9. Distribucion de frecuencias genotipicas para el rs1800470 C>T n=126

Las muestras estan en equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0.467).



8.5 Anélisis de expresion genética

8.5.1 Expresién relativa de SIRT1 vs. genotipo

Se determind la expresion de SIRT71 para 52 muestras totales agrupadas segun el
rs3758391; 17 homocigotos para el alelo ancestral (TT), 18 heterocigotos (TC) y 17
homocigotos para el alelo variante (CC) (figura 10). La expresion se calculé en unidades
relativas de expresion, con respecto al gen endégeno PGK1. Se uso6 al homocigoto para
la variante (CC) como referencia para el analisis de expresion, debido a que el alelo C no
ha sido asociado con DT2 en la poblacién mexicana (38).

Después de asegurarse que los niveles de expresidn por genotipo seguian una
distribuciéon normal, se aplicé la prueba estadistica ANOVA de un factor, para determinar
si existia diferencia en la expresion de SIRT1 con respecto al genotipo; los resultados
senalaron diferencias significativas entre los tres grupos (p=0.006), por lo que se aplico
una t-Student para corroborar las diferencias; esta ultima prueba confirmo las diferencias
entre los grupos TT y CC (p=0.001), ademas se observa que la expresion de SIRT1 en el

grupo homocigoto para el ancestro (TT) es el doble de la expresion para CC (1.810.6).
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Figura 10. Expresion relativa de SIRT1 para el rs3758391 T>C. TT (n=17), TC
(n=18), CC (n=17). **p=0.001 TT vs CC analisis por t-Student.

8.5.2 Expresion relativa de TGF-B1 vs. genotipo

Se determiné la expresion relativa del gen TGF-B1 con respecto al gen endégeno PGK1
en 66 muestras del ADNc sintetizado previamente a partir de las muestras de ARN. Las
muestras se agruparon segun su genotipo para el rs1800470, por lo que resultaron 22
homocigotos para el alelo ancestral (CC), 22 heterocigotos (CT) y 22 homocigotos para
el alelo variante (TT) (figura 11).

Debido a que los datos seguian una distribucion normal, se aplico la prueba estadistica
ANOVA de un factor para determinar si existian diferencias entre los tres grupos en la
expresion de TGF-1 con respecto al genotipo. Los resultados sefialaron diferencias
significativas entre los tres grupos (p=0.018), por lo que a través de una t-Student se
determind que existian diferencias significativas entre los grupos CC y TT (p=0.005),
ademas se encontrdé que el grupo CC también es estadisticamente diferente al grupo

heterocigoto CT (p=0.047).
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Figura 11. Expresion relativa de TGF-1 para los genotipos del rs1800470 C>T.
CC (n=22), CT (n=22), TT (n=22). **p=0.005 CC vs TT, *p=0.047 CC vs CT analisis por t-
Student.

8.6 Parametros antropométricos y bioquimicos vs. genotipo

8.6.1 rs3758391 (Gen SIRTY)

Para buscar una posible asociacion de los alelos del rs3758391 con algun parametro
antropométrico o bioquimico, se agruparon las muestras de acuerdo al genotipo; TT, CT
y CC. Los grupos se compararon haciendo uso de la prueba ANOVA de un factor (para
variables con distribucion normal) o Kruskal-Wallis (para variables que no muestran
distribucién normal) segun fue el caso. Los resultados se muestran en la tabla 12.

No se observan diferencias significativas en parametros asociados con DT2 como son;
IMC, glucosa, triglicéridos, colesterol, presion arterial y riesgo cardiovascular. Sin

embargo, se aprecian diferencias estadisticamente significativas en el indice cintura
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cadera, especificamente en el género masculino (p=0.022), por lo que a través de la
prueba estadistica U de Mann Whitney (la variable no sigue una distribucion normal) se
confirmdé que existe aumento significativo del indice cintura-cadera en el grupo
heterocigoto (CT) respecto al homocigoto para el alelo ancestral (TT) (p=0.004). Estos

resultados se encuentran en la figura 12.
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rs3758391

TT TC CcC P
n=52 n=57 n=18
Parametro -
M=37, H=15 M=43, H=14 M=11, H=7
Edad (afios) 47 +8 46 + 8 49 £+ 10 0.310*
IMC 27.8 [23.5-32.2] 28.5[25.5-33.0] 27.0[24.7-31.3] 0.353t
indice M: 0.88 [0.84-0.91] | M: 0.88 [0.84-0.91] | M: 0.90 [0.84-0.95] | 0.628%
cintura-cadera H: 0.93 [0.89-0.96] | H: 0.98 [0.95-1.02] | H: 0.95[0.93-1.00] | 0.022+
Presion arterial
. 120 [110-130] 110 [110-120] 110 [110-120] 0.343t
sistélica (mmHgQ)
Presion arterial
80 [70-80] 80 [70-80] 75 [70-80] 0.811t
diastdlica (mmHg)
Riesgo
_ 4.3 [2.6-6.9] 3.1[2.2-8.1] 6.5 [3.2-10.7] 0.377%
cardiovascular
Glucosa (mg/dL) 96 [86-109] 96 [87-107] 87 [82-96] 0.244+t
Triglicéridos
131 [91-182] 143 [110-201] 119 [94-161] 0.265t
(mg/dL)
HDL colesterol M: 50 + 14 M: 47 £+ 13 M: 45 + 14 0.523*
(mg/dL) H: 37 + 6 H:35+12 H:39+5 0.632*
LDL colesterol
126 + 34.5 130.5 + 32 122.8 + 25 0.607*
(mg/dL)
Colesterol total
180 + 44 189.5 +46.8 170.2 £+ 26.5 0.212*
(mg/dL)

Tabla 12. Parametros bioquimicos y antropométricos agrupados por genotipo para el

rs3758391 T>C. El alelo asociado a riesgo es T. El valor de p representa la comparacion

entre los tres grupos. * = Prueba estadistica ANOVA de un factor; t = Prueba estadistica

Kruskal-Wallis; M= Mujeres; H= Hombres.
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Figura 12. indice cintura-cadera del género masculino vs. genotipo del rs3758391.
**p=0.004 TT vs TC analisis por U de Mann Whitney.

8.6.2 rs1800470 (Gen TGF-B1)

Se formaron tres grupos de acuerdo al genotipo para el rs1800470 (CC, CT y TT) y se
compararon de acuerdo a parametros antropométricos y bioquimicos a través de la
prueba estadistica ANOVA de un factor o Kruskal-Wallis. Los resultados se muestran en
la tabla 13.

No se observan diferencias significativas para ninguna de las variables. Sin embargo, los
niveles de triglicéridos, muestran una tendencia a aumentar en individuos homocigotos
para el alelo C (p=0.056), por lo que se aplico la prueba estadistica U de Mann-Whitney
(la variable no tenia una distribucion normal) para conocer con mayor precision la
diferencia entre los grupos. La prueba demostré diferencias significativas (p=0.028) entre

los grupos CC vs CT (figura 13).

39



rs1800470

cC CT TT p
n=38 n=66 n=22
Parametro
M=21, H=17 M=52, H=14 M=18, H=4 -
Edad (afios) 47 + 8 46 +9 50 +8 0.177*
IMC 27.9[25.0-32.4] 28.3 [26.0-32.9] 26.4 [24.4-32.0] | 0.397+
Indice cintura- M: 0.89 [0.86-0.93] | M: 0.88 [0.84-0.91] | M: 0.89 [0.84-0.93] | 0.599*
cadera H: 0.93[0.91-0.99] | H: 0.96 [0.93- 0.98] | H: 0.98 [0.90-1.00] | 0.618*
Presion arterial
113 [110-130] 110 [105-120] 115[100-130] | 0.641+
sistélica (mmHgQ)
Presion arterial
o 80 [70-80] 75 [70-80] 80 [70-80] 0.892+
diastodlica (mmHg)
Riesgo
_ 5.8 [3.1-8.8] 3.2 [1.8-7.3] 4.1[2.3-5.9] 0.089+
cardiovascular
Glucosa (mg/dL) 94 [89-108] 96 [84-109] 89 [81-102] 0.180+
Triglicéridos (mg/dL) 157 [112-232] 130 [96-168] 121 [87-185] 0.056+
HDL colesterol M: 50 [42-63] M: 44 [36-56] M: 49 [38-59] | 0.196t
(mg/dL) H: 38 [34-40] H: 37 [34-42] H: 39 [28-45] 0.987+
LDL colesterol
133+ 28 125 + 36 125 + 26 0.487*
(mg/dL)
Colesterol total
190 [163-217] 175 [150-205] 179 [152-210] | 0.208+
(mg/dL)

Tabla 13. Parametros bioquimicos y antropométricos agrupados por genotipo para el

rs1800470 C>T. El alelo asociado a riesgo es T. El valor de p representa la comparacion

entre los tres grupos. * = Prueba estadistica ANOVA de un factor; t = Prueba estadistica

Kruskal-Wallis; M= Mujeres; H= Hombres.

40




Figura 13. Nivel de triglicéridos vs genotipo del rs1800470. *p=0.028 CC vs CT analisis
por U de Mann Whitney.

9. Discusiodn

9.1 Parametros antropométricos y bioquimicos de la poblacién de estudio

Existen parametros antropométricos (IMC, circunferencia de cintura, indice cintura—
cadera, presion arterial y riesgo cardiovascular) y bioquimicos (glucosa, triglicéridos,
HDL colesterol, LDL colesterol y colesterol total) que han sido relacionados con el riesgo
a padecer DT2. La alteracion de uno o varios de estos factores son indicadores de la
existencia de anormalidades en el metabolismo de los carbohidratos y lipidos
principalmente, por lo que la medicidon de éstos ayuda a la deteccién temprana de

prediabetes o DT2 en individuos asintomaticos (61).
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En el presente estudio, se incluyeron individuos que no habian sido diagnosticados con
DT2; sin embargo, se observan algunos parametros ligeramente alterados, lo que implica
que una proporcién de estos individuos tiene altas posibilidades de desarrollar esta
enfermedad en un futuro. Este aumento en el riesgo, puede parcialmente atribuirse a que
la edad promedio de los participantes es de 47 + 8 afos (tabla 11). Diversos estudios
han determinado con certidumbre que ser mayor de 45 afios es un factor de riesgo para

DT2 (56,62).

Por otra parte, el IMC resulto ser de 28.2 [25.3 — 32.5]. Este resultado, en conjunto con
un elevado indice cintura-cadera tanto en hombres como en mujeres, indican que este
grupo de personas ya presentan factores de riesgo para DT2 por ejemplo; una
acumulacién anormal de grasa abdominovisceral que conlleva a obesidad y por lo tanto
riesgo a padecimientos cardiovasculares, lo cual ya se han visto fuertemente asociados
en multiples trabajos (53,54,59). Ademas de esto, los niveles de LDL colesterol estan por
encima del valor de referencia, mientras que el HDL colesterol por debajo, lo cual
coincide con la predisposicion que se ha visto en la poblacion mexicana para presentar

dislipidemias (63,64).

Estos valores de los parametros antropométricos y bioquimicos nos indican que a pesar
de que la poblacion estudiada no ha sido diagnosticada con DT2, ya presenta factores

de riesgo para dicha enfermedad.

9.2 Los rs3758391 y rs1800470 estan en equilibrio de Hardy-Weinberg

Se calculd la distribucion de Chi-cuadrada para los SNPs rs3758391 y rs1800470,

encontrandose que los polimorfismos cumplen con las distribuciones esperadas segun el
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equilibrio de Hardy-Weinberg (figura 8 y 9). Esto indica que la eleccion de las muestras
en este estudio fue adecuada.

El cumplimiento del Equilibrio de Hardy-Weinberg, implica que las proporciones
genotipicas obtenidas no cambia de generacion en generacién, a menos que haya algun
factor externo en la poblacion que haga que este equilibrio se modifique (65). Esta ley se
ha tomado como un criterio para conferir validez a las asociaciones genotipo-fenotipo en
los estudios de asociacién gendmica, que en este caso seria la asociacién con el riesgo

a padecer DT2 (66).

9.3 La expresion de SIRT1 aumenta en la poblacion homocigota para el alelo T del

rs3758391.

Los resultados sefialan cambios estadisticamente significativos en la expresion del gen
SIRT1 al comparar al genotipo CC vs TT (p=0.001); ademas para el grupo de los
heterocigotos (TC) también se observa un aumento en la expresion. Aunque este
aumento no es estadisticamente significativo respecto al comparador (CC). Este
resultado indica que el aumento en la expresién del gen es relevante solo hasta poseer
dos copias del alelo de riesgo (alelo T). Es importante hacer notar que la mayor
dispersidn en la expresion se encontrd en el grupo de los heterocigotos.

Los cambios en la expresion de SIRT1 en relacidén con el genotipo del rs3758391 que se
observaron en la poblacién adulta de este estudio, concuerdan con un trabajo previo a
éste, realizado en una poblacion infantil, donde se observé aumento en la expresion del
gen cercano al doble con respecto al comparador (CC) (1.99+0.68) (12). Estos hallazgos
indican que existe una relacion entre el genotipo de riesgo para DT2 y el incremento de
expresion del gen, ademas esta relaciéon no se modifica con la edad de los individuos y

solo depende de su genotipo. Sin embargo, un estudio realizado en adultos mayores (56
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a 92 anos de edad) indica cambios en los niveles de la proteina SIRT1, en comparacion
con nifos y adultos de mediana edad (de 3 a 55 afios de edad). Por lo que establecen,
que los cambios en los niveles de SIRT1 son controlados durante un largo periodo de
tiempo en la vida de los individuos y su expresién incrementa dramaticamente en edad
avanzada (67,68).

El aumento en la expresién de SIRT1 observado en este estudio, podria reflejar una
mayor actividad de la proteina. Por lo que este a su vez, permitiria la deacetilacion de
factores de transcripcibn que son reguladores clave para la activacion de la
gluconeogénesis. Por ejemplo; CREB y su coactivador CRTC-2 que a su vez estimulan a
genes promotores gluconeogénicos como PEPCK y G6P cuya funcion es mantener los
niveles de glucosa elevados durante estados de ayuno (31,69,70). Por lo tanto, aunque
la elevacion de la gluconeogénesis en ayuno puede tener un efecto positivo, su
expresion cronica estaria estimulando genes gluconeogénicos que conllevan a un estado
de hiperglucemia prolongado y por lo tanto el riesgo de padecer DT2 (69, 71).

Por otro lado, los analisis de expresion en este estudio se realizaron en muestras de
sangre, por lo que seria necesario analizar la asociacion del genotipo de riesgo TT con la
expresion de SIRT1 en otros tejidos de importancia en DT2 como pancreas, higado y
tejido adiposo para determinar si se observa la misma relacidbn entre genotipo y
expresion, ademas de realizar una cuantificacion de la actividad de SIRT1 en los

individuos estudiados.

9.4 La expresion de TGF-B1 aumenta en la poblacion heterocigota CT y en la
poblacion homocigota para el alelo T del rs1800470.
Los cambios en la expresion de TGF-A1 obtenidos en la poblacion adulta de este trabajo,

coinciden con el estudio previo a este, realizado en una poblacién infantil, donde se
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observo aumento en la expresiéon del gen en el grupo TT (2.0+0.2) al compararlo con el
grupo CC de referencia (11). A pesar que el incremento observado para el grupo TT en
este trabajo es menor (1.3+0.5), la diferencia es estadisticamente significativa (p=0.005)
respecto a la referencia. Por otra parte el grupo heterocigoto (CT) también muestra
aumento estadisticamente significativo, por lo que basta una sola copia del alelo de
riesgo T para que exista un efecto en la expresion de TGF-A1.

Los resultados de la expresion observados tanto en la poblacion infantil del estudio
anterior, como en la poblacion adulta de este trabajo, sefialan que la expresion del gen
TGF-B1 no es dependiente de la edad. Sin embargo, se ha visto en algunas células
cerebrales de ratones que TGF-£1 aumenta conforme la edad y en algunos casos, con el
estado de inflamacion (72,73); aunque una posible explicacion del contraste en la
expresion genética en estos estudios, es que los ensayos de expresion se realizaron en
muestras de sangre y se debe tomar en cuenta que, cada célula tiene patrones de
expresion unicos para un mismo gen segun sus necesidades fisiologicas, por lo que
seria de interés explorar mas detalladamente la asociacion entre la expresion genética y
la edad.

El aumento en la expresion del gen TGF-B1 y niveles altos de la proteina en suero
asociados al alelo T del rs1800470, ya se ha observado en poblaciones de India y
México (47,48). Estos cambios en la expresion de TGF-B1 favoreceran eventos
intracelulares que suprimen la expresion de otros genes, entre los cuales se encuentra el
gen de la insulina, el cual se ha sugerido es blanco de TGF-f1 y a través de Smad3
ocupa el promotor de este gen para reprimir su transcripcion (74). Ademas, TGF-B1
suprime a factores que promueven la funcién oOptima de las células B-pancreaticas,

determinando asi el riesgo de padecer DT2 en los individuos (75).
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A pesar que en el estudio no se incluyen pacientes con DT2, se puede inferir que la
presencia del alelo T del rs1800470, promueve la sobreexpresion de TGF-B1. Esto a su
vez puede exacerbar en estos individuos el desarrollo de fibrosis renal y albuminuria,
llevando al desarrollo de nefropatia diabética, una complicacidn muy comun en pacientes

con DT2 (76).

9.5 Parametros antropométricos y bioguimicos vs. genotipo del rs3758391

El unico parametro que mostro diferencias significativas fue el indice cintura-cadera para
el género masculino, en el cual se observa que el grupo heterocigoto (TC) presenta el
valor mas alto y es estadisticamente diferente respecto al grupo TT (p=0.004) (figura 12).
Debido a que el indice cintura-cadera es una medida antropométrica que refleja la
distribucion de la grasa intraabdominal, un aumento en este parametro indica que los
individuos heterocigotos para el rs3758391 presentan obesidad abdominal que se asocia
con anormalidades metabdlicas como disminucién de la tolerancia a la glucosa y
sensibilidad disminuida de insulina y por tanto un mayor riesgo a padecer DT2 (53, 77).

Los resultados del estudio indican un aumento en el indice cintura-cadera en el grupo
TC, este grupo presenta una sola copia del alelo de riesgo T. Es incierta la razén de este
comportamiento, ya que no corresponde con los analisis de expresion del gen SIRT1
realizados en los mismos individuos, donde se observdé que es necesario poseer dos
copias del alelo T para un aumento significativo en la expresion. Adicionalmente, el
grupo que presentd el menor indice cintura-cadera fue el homocigoto para el alelo de
riesgo T. Cabe sefalar que el numero de muestras para este analisis fue pequeno (127
muestras en total), por lo que es necesario aumentar el numero de participantes, para
que el poder estadistico de los datos sea mayor y por lo tanto, tener resultados mas

confiables.

46



9.6 Parametros antropométricos y bioquimicos vs. genotipo del rs1800470

A pesar de que la poblacion de estudio no tiene diagndstico de DT2, presentan ligeras
alteraciones en el perfil lipidico, que como se ha reportado conllevan a enfermedades
cardiovasculares, una de las comorbilidades asociadas a DT2. A estas alteraciones se
les denomina dislipidemia diabética y esta relacionada con resistencia a la insulina y
obesidad visceral (78,79).

En este trabajo, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los
parametros considerados. Sin embargo, el valor de p al comparar los niveles de
triglicéridos entre los genotipos fue de 0.056, por lo que se decidié6 realizar
comparaciones por pares mediante U de Mann Whitney (los datos no tenian distribucién
normal). Este analisis mostré diferencias significativas entre los grupos CC vs CT
(p=0.028) (figura 13).

Trabajos previos utilizando un mayor numero de muestras y pacientes con DT2 en una
poblacion mexicana han reportado que el alelo T del rs1800470 esta asociado con
niveles altos de colesterol y triglicéridos (48). Por lo que para corroborar esta asociacion
en este estudio, seria necesario replicar el estudio de asociacion entre los parametros
bioquimicos y el genotipo del rs1800470 con un mayor numero de muestras para

aumentar el poder estadistico.

10. Conclusiones

o La poblacion de estudio presentd alteraciones en el IMC, indice cintura-cadera y
LDL colesterol a pesar de no tener un diagndstico de DT2.
o  El genotipo TT del rs3758391 se asocié con un aumento en la expresion del gen

SIRT1.
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o Elalelo T del rs1800470 se asocioé con un aumento en la expresion del gen TGF-f1.
Ademas la presencia de una sola copia de este alelo es suficiente para observar
cambios significativos en la expresion del gen.

o La expresion de los genes SIRT1 y TGF-B1 no depende de la edad, solo se

modificd por el genotipo del rs3758391 y rs1800470 respectivamente.

11. Perspectivas

o Replicar el estudio de asociacion entre el alelo de riesgo T del rs3758391 y los
niveles de expresion de SIRT1 en otros tejidos como pancreas, higado y tejido
adiposo.

o Profundizar en el papel que juega SIRT1 en el estudio de la activacion a nivel
transcripcional de genes gluconeogénicos.

o Medir la expresion del gen de insulina y compararlo con la expresién de TGF-S1
para entender su senalizacion y por lo tanto su relacion con DT2.

o Incluir un numero mayor de muestras para aumentar el poder estadistico de los
estudios de asociacion entre los alelos de los SNPs estudiados y los parametros

bioquimicos y antropométricos.
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13. Anexos

13.1 Anexo 1. Carta de consentimiento informado

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
Coordinacion de Investigacion en Salud

Comisidn Nacional de Investigacién Cientifica

Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica, Hospital
de Especialidades CMN siglo XXI

Carta de Consentimiento Informado

MéxicoD.F. a

1. Nombre del estudio: Identificacion de biomarcadores en
prediabetes y diabetes tipo 2 mediante nuevas tecnologias
metabolémicas y metagenomicas.
2. Proposito del estudio.
Lo (a) estamos invitando a participar en un estudio de
investigacion que se lleva a cabo en la Unidad de Investigacion
Meédica en Bioquimica, Hospital de Especialidades, del Instituto
Mexicano del Seguro Social, Siglo XXI. En este proyecto,
proponemos analizar en suero y orina sustancias producidas
durante el metabolismo, obtener informacién sobre la flora
microbiana intestinal e investigar la variacion gendmica en una
muestra compuesta por 100 individuos con concentraciones
normales de glucosa, 100 individuos con alteracion de la glucosa
en ayunas (prediabetes), y 100 individuos con diabetes. Con ello
se pretende identificar nuevos factores de riesgo para parecer
diabetes, y encontrar nuevos biomarcadores que puedan ser
utilizados para predecir la enfermedad. Dada la alta prevalencia de
diabetes en México, esto es de gran importancia desde el punto de
vista de la salud publica. Para la realizacion del estudio estamos
invitando a que participen individuos con y sin diabetes, por lo que
usted pudiera ser un buen candidato. En el entendido que su
participacion es completamente voluntaria, le pedimos que por
favor lea la informacion que le proporcionamos y haga las
preguntas que desee antes de decidir si quiere o no participar.
3. Procedimientos
Si usted acepta participar en el estudio, deberd presentarse en el
laboratorio de la Unidad de Investigacion en Bioquimica, en
ayuno de 12 horas, para la toma de la muestra de sangre de 10 mL
(el equivalente a 2 cucharaditas) para los estudios bioquimicos que
incluyen: determinacion de azicar y, lipidos (grasas )y la
obtencion del DNA para los estudios genéticos (marcadores de
herencia presentes en los humanos) y asi conocer los potenciales
riesgos a padecer enfermedades como la diabetes tipo 2. También
se le solicita una muestra de orina (se le proporcionara el tubo para
la recoleccion de la muestra) y una muestra de material fecal (se le
proporcionara el frasco y las indicaciones). Ademas, incluiremos
otras valoraciones clinicas como la medicion de su peso y talla, la
presion arterial, cuestionarios generales (lugar donde vive,
escolaridad e ingreso mensual) y antecedentes heredofamiliares de
enfermedades. Algunas de las preguntas pudieran ser incomodas
de contestar, usted esta en todo su derecho de no responder. Todo
el procedimiento nos llevara aproximadamente 20 a 30 minutos.
Posterior al andlisis de los resultados, nos comprometemos a
entregarle una evaluacion médica en un periodo de ocho dias
después de la toma de la muestra sanguinea.
Queremos aclararle que su informacion personal (e.g. nombre,
direccion, teléfono) sera cuidadosamente resguardadas en el
Laboratorio de la Unidad de Investigacion en Bioquimica. En
todas las bases de datos electronicas, asi como las muestras que

seran analizadas experimentalmente, la identidad de cada
participante estara protegida usando un c6digo numérico en lugar
de su nombre. Nunca manejaremos nombres 0 proporcionaremos
los datos a ninguno de los colaboradores del estudio. Esta
informacion solamente sera conocida en nuestra Unidad de
investigacion por el responsable del proyecto.

Las muestras de DNA de la sangre y de las heces, plasma y orina
se analizaran en nuestra Unidad de Investigacion y parte de estas
muestras se enviaran al laboratorio del Dr. Esteban Parra en el
Departamento de Antropologia de la Universidad de Toronto en
Mississauga, ON, Canada, para realizar otros estudios cientificos
que permitirdn conocer como los estilos de vida actual han
contribuido al desarrollo de obesidad e incremento de diabetes
tipo 2 en nuestro pais. Su muestra se identificara solamente con
un codigo alfanumérico y su informacion personal y de contacto
permanecera resguardada en la “Unidad de Investigacion Médica
en Bioquimica”.

4. Riesgos y molestias

El protocolo de investigacion no representa ningun riesgo para la
salud de los participantes, quizds un riesgo minimo en la toma de
muestras sanguineas. Entre las posibles molestias estan el dolor o
la posibilidad de la formacion de un “moreton” en el sitio de la
puncion. Si usted llegara a sufrir alguna complicacion, el Dr.
Jesus Peralta Romero, podra atenderlo o aclarar sus dudas.

5. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio.
No recibird ningin pago por su participaciéon en este estudio,
tampoco representa un gasto para usted. Al aceptar participar,
tendra una evaluacion médica completa y estudios de laboratorio
completos para conocer sus niveles de azicar (glucosa) y grasas
(lipidos) en la sangre. Si los resultados son anormales, usted
recibird una carta con el consejo médico para que lo atiendan en su
clinica correspondiente. Los resultados de los analisis de plasma,
orina y heces contribuiran al avance en el conocimiento de los
factores que incrementan la susceptibilidad al desarrollo de la
diabetes tipo 2, y ayudaran a descubrir biomarcadores para mejorar
nuestros modelos predictivos.

6. Resultados
a) Evaluacion
especialistas.
b) Resultados de laboratorio clinico impresos

¢) Explicacion de los resultados y asesoria médica.

d) Carta con el consejo médico para su clinica correspondiente.

7. Participacion o retiro del estudio

Su participaciéon en el estudio es completamente voluntaria. Si
usted decide no participar, seguira recibiendo la atenciéon médica
brindada por el IMSS. La decisionque tome no afectara su
derecho a obtener los servicios de salud que recibe en nuestra
Institucion.

clinica completa realizada por médicos
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Su usted decide participar y posteriormente deseara retirarse del
estudio, usted lo puede hacer previa solicitud por escrito al
Investigador Principal sin que esto afecte la atencién que usted
recibe por parte del IMSS. De igual manera usted podra solicitar
por escrito la destruccion de las muestras que no hayan sido
utilizadas hasta el momento que usted decide retirar su
consentimiento. Toda la informacion/resultados recabados antes
de su retiro se consideraran parte de la Unidad de Investigacion
Médica en Bioquimica y no podran ser eliminados.

8. Privacidad y Confidencialidad

La informaciéon que nos proporcione (nombre, teléfono y
direccion) sera guardada de manera confidencial y por separado
al igual que las respuestas a los cuestionarios y las pruebas
clinicas. El equipo de investigadores sabra que usted esta
participando en este estudio y nadie mas tendra acceso a la
informacion proporcionada. Cuando los resultados de este
estudio sean publicados o presentados en conferencias, no se dara
informacion que pudiera revelar su identidad. A cada participante
se le asignara un numero para identificar sus datos.

9. Garantia de atencién médica en caso necesario

En caso de presentarse una emergencia derivada del estudio,
usted puede dirigirse a su clinica de adscripcion y/o marcar al
teléfono 56276900 ext. 21477 de lunes a viernes.

10. Personal de contacto para dudas y aclaraciones sobre el
estudio

Si tiene preguntas o quiere hablar con alguien sobre este estudio
de investigacion puede comunicarse de 8:00 a 16:00 hrs, de lunes
a viernes con el Dr. Miguel Cruz Lopez investigador responsable,
quién asignara su caso ante alguno de los médicos en turno para
cualquier aclaracion. El teléfono es el 56276900 ext. 214770
acudiendo directamente a la Unidad de Investigacion Médica en
Bioquimica ubicada en el primer piso del Hospital de
Especialidades en el Centro Médico Nacional Siglo XXI del
IMSS. Direccion: Av. Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P.
06725, México D.F.

11. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como
participante en un estudio de investigacion

Si usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar
en un estudio de investigacion, puede comunicarse con los
responsables de la Comision de Etica en Investigacion del IMSS,
a los Tel. 56276900-21216, de 9 a 16:00 hrs de lunes a viernes.; o
si asi lo prefiere al correo electronico:
comite.eticainv@imss.gob.mx. La Comision de FEtica se
encuentra ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad de
Congresos piso 4, Centro Médico Nacional Siglo XXI, Av.
Cuauhtémoc 330 Colonia Doctores, C.P. 06725, México D.F.

12. Declaracion de consentimiento informado

Declaro que se me han informado los posibles riesgos si acepto
participar, como la formaciéon de un moretoén en el sitio de la
puncion. También se me ha informado sobre los beneficios tales
como la evaluacion integral por el médico participante, la entrega
de los resultados por escrito y la recomendaciéon médica en caso
de observar alguna complicacion. Ademds se me explico que
podré contribuir a un mejor conocimiento sobre la susceptibilidad
a padecer diabetes tipo 2 que tenemos los mexicanos. Se me
explico ampliamente que todos mis datos seran manejados de
forma anénima y confidencial, también tengo la libertad de
abandonar el estudio al momento que lo considere. El
investigador principal y el equipo médico, se han comprometido
a darme informacién oportuna sobre cualquier pregunta y los
riesgos y beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la
investigacion o con mi enfermedad.

Ademas, los investigadores se comprometen al uso no lucrativo y
responsable de las alicuotas de DNA (no comercializacion, no
ruptura del anonimato), las muestras de suero y orina, asi como

las heces por parte de las instancias que participan dentro y fuera
del IMSS.

Por favor marque con una X una de las opciones cajas que se
presentan abajo (Unicamente debe indicar la opcién que
corresponda)

[ 1 Si autorizo se almacene la alicuota de DNA, la muestra de
orina y de heces para estudios futuros que pudieran realizarse
dentro de los 10 afios siguientes.

[ ] No autorizo se almacene la alicuota de DNA para estudios
futuros que pudieran realizarse dentro de los 10 afios siguientes.
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Nombre del Participante

Firma del Participante Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas. Considero que comprendio
la informacion descrita en este documento y libremente da su consentimiento a participar en el estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el CI Fecha

Firma de los testigos

Mi firma como testigo certifica que el/la participante firmo este formato de consentimiento informado en mi presencia, de

manera voluntaria.

Nombre y direccion del Testigo 1 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha
Nombre y direccion del Testigo 2 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha

61



	Portada 
	Índice
	1. Resumen  
	2. Introducción   
	3. Marco Teórico 
	4. Planteamiento del Problema   
	5. Hipótesis   6. Objetivo General  
	7. Materiales y Métodos  
	8. Resultados  
	9. Discusión  
	10. Conclusiones   
	11. Perspectivas  
	12. Referencias  
	13. Anexos   

