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Resumen

La DT2 es el resultado de la pérdida de la homeostasis de la glucosa en la cual intervienen
factores ambientales y un componente genético. Para nuestro pais, la Federacion
Internacional de Diabetes (2017) reporta que hay 12 millones de personas con DT2 entre
los 20 y 79 anos, 4.5 millones de individuos no diagnosticados y no menos importante son
los 12.1 millones de sujetos que presentan una alteracion en la tolerancia a la glucosa, lo
cual nos habla de la importancia de la enfermedad.

Uno de los abordajes para el estudio de la genética de la DT2 es la evaluacion de genes que
participan en el metabolismo de la glucosa. En este contexto, el Factor Hepatico Nuclear
(HNF4A) y la enzima Glucocinasa (GCK) son elementos claves que participan en la
homeostasis de la glucosa en la célula 3, ademas se ha informado que variantes en los genes
de HNF4A y GCK estan asociados en la aparicion de DT2 en diversas poblaciones incluyendo
la mestiza mexicana.

Aunque epidemiologicamente se ha mostrado la importancia de la DT2 en México, las
variantes genéticas implicadas en la aparicién de DT2 adn no son del todo conocidas en la
poblacién indigena mexicana.

El objetivo de este trabajo fue identificar en grupos indigenas mexicanos variantes de
secuencia de los genes HNF4A y GCK y su probable relacidon con factores de riesgo para
desarrollar DT2.

En este estudio, se incluyeron los grupos indigenas: cora, chatin, chontal, maya, mazahua,
mixteco, otomi, purépecha, teenek, yaqui y zapoteco. El total de la poblacién indigena
evaluada fue de 879 personas, de las cuales 675 no tenian DT2. En una primera etapa, en los
grupos mazahua y teenek se realizé la busqueda de las variantes de secuencia de HNF4A y
GCK a través de la técnica de polimorfismo conformacional de cadena simple, y
posteriormente las variantes encontradas se secuenciaron por el método de Sanger. En una
segunda etapa, con los resultados obtenidos en la primera, se busco la frecuencia de las
variantes no sinénimas de los genes en estudio en los 9 grupos restantes. Se llevo a cabo la
estimacion de ancestria genotipando 10 marcadores genéticos. Se realizo una correlacion
estadistica entre la presencia de las variantes no sindénimas encontradas con factores de

riesgo metabodlico para el desarrollo de DT2.



En la estimacion de ancestria encontramos en promedio 97.6% de componente amerindio.
En la evaluacion del gen HNF4A en la primera etapa, se encontraron tres cambios: rs736824
y rs745975, dentro de la regién intrdnica y el tercer cambio fue el rs1800961 que
corresponde al polimorfismo T130I, estas tres variantes se encontraron en ambas
poblaciones. Respecto al gen de GCK, encontramos tres variantes: D3D (rs144723656) y
Q26H (rs193922329) en poblaciéon mazahua y Y215Y (rs142553382) en poblacion teenek,
estos cambios se encontraron en tres individuos no relacionados. La prediccion in silico de
la variante Q26H, no predijo cambios que impacten en la funcién de la proteina.

Por la frecuencia en que fue encontrada y ademas porque la variante T130I (rs1800961) de
HNF4A, en un estudio previo por nuestro grupo de trabajo se asocio con DT2 de aparicién
temprana en mestizos mexicanos, buscamos su frecuencia en el resto de las poblaciones en
una segunda etapa. La frecuencia en la poblacion total indigena evaluada fue en promedio
de 16.6%, siendo los grupos maya y cora los que tuvieron la frecuencia mas alta (28.2 % y
25.7% respectivamente) y no fue encontrada en el grupo yaqui. La comparacion de las
frecuencias obtenidas de las poblaciones del Proyecto Internacional Hap Map, muestra una
diferencia estadistica significativa con respecto a la frecuencia de la variante T130I
(rs1800961) en los pueblos mexicanos.

Se encontré una asociacidn entre la variante T130I (rs1800961) y concentraciones altas de
triglicéridos (P<0.05) en los grupos chatino, chontal y cora, resultado que se conservo
tomando en cuenta a toda la poblacién indigena sin diabetes (P<0.05).

Los resultados obtenidos evidencian la presencia de variantes genéticas en poblacion
indigena mexicana que se asocian a factores de riesgo para el desarrollo de DT2. De manera
particular la variante T130I (rs1800961) de HNF4A se asocia con concentraciones altas de
triglicéridos. Posteriores estudios seran necesarios para evaluar el impacto de las variantes
intronicas del gen HNF4A en la susceptibilidad al desarrollo de DT2. La inclusién de los
pueblos originales de México en los estudios genéticos permitira que estas comunidades
participen de los beneficios que puedan aportar este tipo de resultados en el pronéstico y

tratamiento de la enfermedad.



Summary

Type 2 Diabetes (T2D) results from the lost glucose homeostasis in which environmental
factors interfere and a genetic component. In Mexico, in 2017, the International Diabetes
Federation reported 12 million people with T2D within 20 and 79 years old, 4.5 millions of
them do not have a diagnostic, and 12.1 million present impaired tolerance glucose. Hence,
T2D has acquired a remarkable relevance.

The genes that participate in glucose metabolism are one of the critical approaches for the
study of the genetic background of T2D. In this light, the Hepatic Nuclear Factor 4 alpha
(HNF4A) and Glucokinase enzyme (GCK) are essential elements that participate in the
glucose homeostasis of 3 cell.

Furthermore, allelic variants in HNF4A and GCK genes are associated to the appearance of
T2D in diverse populations including Mexican Mestizo. In our country, T2D has notable
epidemiologic importance. Nonetheless, the genetic variants involved in the appearance of
T2D are not entirely known in Mexican indigenous population.

This work aimed to identify sequence variants in HNF4A and GCK genes and their relation
as risk factors to develop T2D in Mexican indigenous groups. Specifically, this study was
focused eleven populations: Cora, Chatin, Chontal, Maya, Mazahua, Mixteco, Otomi,
Purépecha, Teenek, Yaqui, and Zapoteco. The total of the indigenous population evaluated
was 879 individuals, where 675 of them did not have T2D. On the first stage, we searched
sequence variants of HNF4A and GCK genes in Mazahua and Teenek groups through the
simple chain conformational polymorphism technique and, then, the found variants were
sequenced by the Sanger method. Based on these results, we determined the frequency of
the nonsynonymous variants of the stated genes in the remaining groups.

Ten genetic markers were employed for the ancestry estimation. A statistical correlation
between the presence of the found non-synonymous variants and metabolic risk factors for
the development of T2D was done.

Respecting the ancestry estimation, we found, on average, a 97.6% of an Amerindian
component. Concerning the evaluation of the HNF4A gene during the first stage, three
changes were discovered: rs736824 and rs745975 (located in the intronic region), and the
third one was the rs1800961 that corresponds to the T130I polymorphism. These three

variants are present in both the Mazahua and Teenek populations. Regarding GCK gene we
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detected three variants: D3D (rs144723656) and Q26H (rs193922329) in the Mazahua
group, and Y215Y (rs142553382) in the Teenek group; these changes were found in three
nonrelated individuals. It is worth noting that the prediction in silico of the Q26H variant
did not refer changes that impact in the protein function.

On a previous study from our research group, the T130I (rs1800961) variant of HNF4A
gene was associated with early onset T2D in Mexican Mestizo population besides to its high
frequency. For this reason, we determined the frequency in the rest of population in the
second stage. In the overall indigenous population evaluated, the T130I frequency was on
average 16.6%, being the Maya and Cora groups who had the highest frequency (28.2% and
25.7%, respectively) and it was not found in the Yaqui group. The frequency comparison
between the populations of the International Hap Map Project and the ones of this study
showed a statistically significant difference, concerning the T130I (rs1800961) variant. In
Chatino, Chontal and Cora groups, an association between T130I (rs1800961) variant and
high triglycerides concentrations (P<0.05) was found. This association was kept
considering all nondiabetic indigenous population (P<0.05).

The obtained results evidence the presence of genetic variants in Mexican indigenous
population that are related to risk factors for the development of T2D. In particular, the
T130I (rs1800961) variant of HNF4A gene is associated with high triglyceride
concentrations. Further studies will be required in pursuance of evaluating the impact of
intronic variants of HNF4A gene and its susceptibility to the development of T2D. The
inclusion of the indigenous populations from Mexico in genetic studies will allow these
communities to participate in the benefits that this type of results can bring in the

prognosis and treatment of the disease.
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I. Antecedentes

1. Introduccion

La diabetes se define como una enfermedad crénico-degenerativa, ocasionada por diversos
factores entre los que se encuentran la predisposicidn genética y los factores ambientales.
Se caracteriza clinicamente por hiperglucemia cronica debido a la deficiencia en la
produccién o acciéon de la insulina, lo que afecta al metabolismo de los carbohidratos,

proteinas y grasas [1].

La gran mayoria de los casos de diabetes se dividen en dos amplias categorias
etiopatogénicas. La diabetes tipo 1 (DT1), en donde existe una deficiencia absoluta de
secrecion de insulina. Las personas con mayor riesgo de desarrollar este tipo de diabetes a
menudo pueden ser identificadas por evidencia serologica de un proceso patoldgico
autoinmune que ocurre en los islotes pancreaticos y por marcadores genéticos [2]. En la
otra categoria, que es mucho mas prevalente, la diabetes tipo 2 (DT2), la combinacion de
resistencia a la accion de la insulina y una respuesta secretora de la insulina compensatoria
inadecuada parece ser la causa [3]. En la DT2, una hiperglucemia sin sintomas clinicos
causa cambios patoldgicos y funcionales en varios tejidos diana y puede estar presente
durante un largo periodo de tiempo antes de que se detecte. Durante este periodo
asintomatico, es posible demostrar una anormalidad en el metabolismo de los
carbohidratos mediante la medicién de la glucosa en plasma en ayunas, por hemoglobina

glucosilada (HbA1c), o después de un desafio con una carga de glucosa oral [4].

Los sintomas de hiperglucemia, que son las caracteristicas clinicas clasicas de la diabetes
incluyen: poliuria, polidipsia, pérdida de peso, a veces polifagia y vision borrosa. La

susceptibilidad a ciertas infecciones también pueden acompafiar a la hiperglucemia crénica.

Ademas de DT1 y DT2, la diabetes se ha clasificado en otros tipos, de acuerdo al fenotipo
clinico, los antecedentes familiares, el genotipo y/o las causas ambientales especificas, entre
ellas se encuentran: la diabetes gestacional, la diabetes tipo MODY (Maturity Onset Diabetes

of the Young), diabetes por endocrinopatias, entre otras [4].
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1.1 Costos de la diabetes en México

Actualmente mas de 415 millones de personas en el mundo tienen DT2. Para el 2040 se
predice que el nimero de individuos afectados puede incrementar a 642 millones,
principalmente en los paises de bajo y mediano ingreso [5]. No obstante los avances en el
tratamiento, la diabetes es causante de enfermedad renal croénica, ceguera, amputacion de
miembros y es el principal factor de riesgo cardiovascular, infarto y defectos en el
nacimiento [6]. El costo econémico de la DT2 en México muestra tendencias crecientes al
igual que otros paises en Latinoamérica (figura 1) [7]. El reporte final de la ENSANUT 2016
[8] no da cifras del gasto de la diabetes en México, sin embargo, de la ENSANUT 2012 se
sabe que el costo anual de diabetes en 2011 fue de cerca de $8,000 mil pesos por persona al
afio, por lo que para 2012 se requirieron aproximadamente $48,000 mil millones de pesos
para el manejo de este padecimiento [9]. Por otra parte, el estudio del Instituto Mexicano
para la Competitividad (IMCO) sefiala que el costo del tratamiento médico de personas
mayores a 20 afios, con DT2 ocasionada por obesidad, fue de mas de $62,000 mil millones
en el afio 2015 [10] a este costo, se suman los gastos originados por las complicaciones,
estimados en $26,000 mil millones anuales. Se calcula también, que a causa de la diabetes
cada afio se pierden un promedio de 312 millones de horas laborales, lo que equivale al
25 % de los empleos que se generaron en el 2014 [10]. Por su parte, la Fundaciéon Mexicana
para la Salud en 2015 publicé el estudio Carga Econdémica de la Diabetes Mellitus en México,
en el cual se desglosan los costos econdmicos de la atencién de este padecimiento en
nuestro pais en ese afo, de tal modo que considerando los costos directos e indirectos se
estimo el gasto en $362,859 millones, cifra mayor al crecimiento real anual de la economia
mexicana [11]. De acuerdo a lo anterior, se puede observar que existen diversas
estimaciones econdmicas a lo largo del tiempo y que coinciden con la importancia de la
magnitud del problema al cual nos estamos enfrentando y que representa ademas de toda
la carga econdmica una disminucién muy importante en la calidad de vida de las personas

que padecen DT2.
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Analisis comparativo de las tendencias de los costos de atencion
epidemioldgica y de salud en la diabetes para paises seleccionados en América
Latina: 2000, 2010 y 2025
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Figura 1. Andlisis comparativo de las tendencias de los costos sanitarios en la DT2 para paises de América
Latina: 2000,2010 y 2025 (millones de US $) [7]

1. 2 Prevalencia de DT2 en México

La prevalencia de diabetes en México ha ido en aumento durante las ultimas décadas. Los
reportes de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OCDE) desde el
2015 [12] refieren que nuestro pais tuvo la prevalencia mas alta (15.9%) entre los
miembros de esa organizacion, asi mismo que el inicio temprano de la diabetes en México
es mas frecuente que en ningun otro pais 23.8% en personas de 40 a 59 afios y 5.9% en
personas de 20 a 39 afios, las cifras mas altas de la OCDE, cuyos promedios son de 8.9% y
1.7%, respectivamente [12]. El inicio temprano de la DT2 tiene importantes implicaciones

para el estado de salud de un paciente, asi como para su condicién social y econémica.

Por su parte, los resultados de la ENSANUT de Medio Camino 2016 [8] muestran una
prevalencia de 9.4% de personas con diabetes, lo que representa un ligero aumento con
respecto a la ENSANUT 2012 (9.2%)[9] y un aumento mayor con respecto a la ENSANUT
2006 (7.2%) [13] en la prevalencia por diagnostico médico previo. Como puede observarse
las cifras de la OCDE son mayores que las reportadas por la ENSANUT, y de lo cual se

desprende que la realizacidon de estudios epidemioldgicos futuros seran muy importantes
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para evitar que exista una subestimacion de la prevalencia de diabetes en México y no se

alcance la cobertura médica a todas las personas afectadas.

Por otra parte, la Federacion Internacional de la diabetes (IDF) coloca a México dentro de
los diez primeros paises con mayor numero de personas con diabetes en el mundo (12
millones de personas afectadas) ocupando el quinto lugar, sin embargo la proyeccion de la
IDF para el 2040 nos coloca en el cuarto lugar con 21.8 millones de afectados, lo cual

representara una carga econdmica muy grande para el sector salud [5].

En la ENSANUT 2016, las complicaciones que los diabéticos reportaron en mayor
proporcion fueron: visiéon disminuida (54.5%), dafio en la retina (11.2%), pérdida de la
vista (9.95%), ulceras(9.1%) y amputaciones (5.5%) [8]. Todas éstas, excepto dafio en la
retina, se reportaron en mayor proporcion en comparacién con lo reportado en la

ENSANUT 2012 [9].

La situacion actual y el panorama estimado para los proximos afios en nuestro pais hace
imperativo impulsar a todos los niveles medidas que ayuden a disminuir la aparicion de
nuevos casos, la mortalidad y mejorar la calidad de vida de las personas afectadas. Asi los
resultados de las investigaciones de corte clinico y genético seran de suma importancia en

el campo de la diabetes.

1. 3 Fisiopatologia de la DT2

La DT2 surge de una alteracion de la capacidad del musculo, la grasa y el higado para
responder a la insulina, combinada con una incapacidad de la célula  para secretar
apropiadamente esta hormona. Aunque la contribucidn relativa de estos dos defectos a la
patogénesis de la DT2 contintia debatiéndose, los estudios longitudinales en individuos con
alto riesgo de DT2 sugieren que la resistencia a la insulina (RI) es un fenémeno temprano,
ocurriendo afios antes de cualquier evidencia de intolerancia a la glucosa, mientras que la

falla en la célula 3 se desarrolla mas tarde durante la enfermedad [3, 14].

El avance de la tolerancia normal a la glucosa (TNG) hacia una DT2 tiene dos tipos distintos
de hiperglucemia intermedia, aunque en cierta medida superpuesta: alteracion de la
glucosa en ayunas (AGA) y alteracién de la tolerancia a la glucosa (ATG). AGA es
principalmente el resultado de la resistencia hepatica a la insulina y un defecto de fase

temprana en la funciéon de las células , y es diagnosticada con valores de glucosa
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plasmatica en ayunas entre 5,6 mmol/l y <7,0 mmol/l. La ATG es principalmente el
resultado de la resistencia a la insulina periférica y la disfuncion progresiva de las células {3,
y se diagnostica cuando a las dos horas después de una prueba de tolerancia oral a la
glucosa con una carga de 75 g, la persona presenta concentraciones de glucosa >7,8 mmol/I
y <11,1 mmol/l [3, 14]. Hay evidencia de que la prevalencia de AGA y de ATG es diferente
entre los diferentes grupos étnicos, asi mismo también es influenciada por el sexo y la edad.
Por ejemplo, la ATG es mas comun en las mujeres, mientras que la AGA lo es en los hombres

[15].

La alteracion de la accidon de la insulina y de la funcion de las células 3 ocurre muy
temprano en el desarrollo de DT2. La resistencia a la insulina (RI) puede detectarse en
personas con tolerancia normal a la glucosa que tienen un mayor riesgo de desarrollar DT2
de 10-20 afios antes de que se diagnostique la enfermedad. Ademas, las personas que estan
pasando de una tolerancia alterada de la glucosa a la DT2 pueden haber perdido hasta el
80% de la funcion de sus células 8 [16]. Uno de los factores que se cree que desempefian un
papel importante en este sentido es la edad, numerosos estudios han demostrado una
disminucidn relacionada con la edad en la funcion de las células 3 y la secrecion de insulina.

Esto es consistente con la mayor prevalencia de DT2 con el envejecimiento [17].

La dieta hipercalérica y el sedentarismo; las dietas ricas en carbohidratos de rapida
absorcion dan como resultado niveles elevados de insulina y glucosa en la sangre,
adicionalmente el aumento de grasa en el higado y el musculo incrementa la RI en estos
tejidos. Estos factores aumentan la demanda de insulina y mayor actividad de las células {3,

lo que a largo plazo, puede llevar a una falla progresiva de éstas [18].

Las elevadas concentraciones plasmaticas de acidos grasos libres (AGL) también alteran la
secrecion de insulina en pacientes con riesgo de desarrollar DT2. Los AGL elevados en las
células B conducen a un aumento del estrés oxidativo y la apoptosis debido a su

lipotoxicidad [19].

Por otra parte, el advenimiento de las técnicas genémicas ha permitido la identificaciéon de
varios genes asociados con la disfuncion de la insulina y las células 3 en pacientes con DT2,
incluidas variantes genéticas asociadas con el desarrollo pancreatico y el almacenamiento y

secrecion de insulina [20]. Se han propuesto que diversos polimorfismos genéticos en
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individuos predispuestos a DT2 producen una falla de la célula 8 lo que la imposibilita para

adaptarse a la mayor demanda de insulina [20, 21].

1.3.1 Regulacion de la glucosa por el higado

Diversos oOrganos y tejidos participan en la homeostasis de la glucosa, por lo cual
alteraciones en cualquiera de ellos puede contribuir a incrementar las concentraciones de
glucosa en un individuo. El higado es el principal 6rgano responsable de la produccion de
glucosa. La sintesis y liberacion de glucosa hepatica a la circulacion proviene de la
gluconeogénesis y la glucogenolisis. El aumento de las tasas de produccion de glucosa
hepatica en el diabético son el resultado de un desequilibrio en varios factores afectando los
diferentes aspectos implicados en la regulacion hepatica de glucosa, entre estos, se
encuentran: 1) incremento de los sustratos gluconeogénicos, 2) resistencia del higado a la
accion de la insulina (RI) que conduce a la inhibicion de la supresiéon de la produccién de
glucosa hepatica, (la RI se adquiere temprano en la progresion de DT2, inicialmente la
tolerancia a la glucosa es normal debido a un aumento compensatorio en la secrecion de
insulina) y 3) la falta de supresion de la secrecion de glucagon posprandial de las células

pancreaticas a en pacientes con DT2 [22, 23].

1.3.2 Regulacion de la glucosa en musculo esquelético

En el musculo esquelético el transporte de glucosa estimulado por insulina es el mecanismo
principal para la eliminacion de una carga de glucosa exdgena. El principal transportador
involucrado en la captacién de glucosa en el musculo esquelético, es el transportador de
glucosa 4 (GLUT4). La insulina y el ejercicio estimulan de forma aguda la translocacién de
GLUT4 a la membrana de las células musculares, lo que aumenta la absorcién de glucosa. En
pacientes con DT2, el musculo esquelético es resistente a las acciones de la insulina debido
a defectos en su sefializacién y a menudo un bajo nivel de actividad fisica ocasiona menor
translocacion de GLUT4 a la membrana [24]. Esto conduce a una disminucién en la

absorcion de glucosa que contribuye al desarrollo de la hiperglucemia [24, 25].

1.3.3 Regulacion de la glucosa en tejido adiposo
La insulina es un potente inhibidor de la lipdlisis y frena la liberacién de AGL del adipocito
inhibiendo la enzima lipasa sensible a hormonas. En personas con DT2 la capacidad de la

insulina para inhibir la lipdlisis y para reducir la concentracién plasmatica de AGL esta
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notablemente alterada. Los incrementos cronicos en AGL estimulan la gluconeogénesis,
inducen RI en el higado y el musculo y alteran la secrecion de insulina en el pancreas. El
tejido adiposo disfuncional produce cantidades excesivas de citocinas inflamatorias y
aterogénicas que pueden contribuir a la induccién de la RI y al mismo tiempo no secreta

adecuadamente adipocitocinas que sensibilizan a la insulina [26].

1.3.4 Regulacion de la glucosa en intestino

El péptido 1 similar al glucagon (GLP-1) y el polipéptido insulinotrépico dependiente de
glucosa (GIP) (incretinas) son hormonas liberadas por el tracto gastrointestinal en
respuesta a la ingestion de nutrientes. GLP-1 y GIP actian sobre las células 3 para estimular
la liberacion de insulina y son responsables de hasta 60% de la secrecién de insulina
después de una comida. GLP-1 también promueve la saciedad, ralentiza el vaciado gastrico
e inhibe la secrecion de glucagén, reduciendo asi la produccion de glucosa hepatica. Los
pacientes con DT2 tienen secrecion alterada de GLP-1 y una respuesta reducida a GIP. Esto
da como resultado un aumento de la motilidad gastrointestinal, disminucion de la secrecion
de insulina dependiente de glucosa, aumento de la secrecion de glucagén y aumento de la
liberacion de glucosa en el higado, todo lo cual afecta negativamente el control glucémico

[27, 28].

1.3.5 Regulacion de la glucosa en rifi6n

En condiciones normales, mas del 99% de la glucosa filtrada por los rifiones se reabsorbe
en el tibulo proximal. La mayor parte de la glucosa es reabsorbida por el SGLTZ2, junto con
el transportador de glucosa GLUTZ2. Una vez que las concentraciones de glucosa en plasma
superan el umbral renal para la reabsorcion (aproximadamente 180 mg/dL en individuos
sanos), la glucosa comienza a aparecer en la orina. Un estudio reciente demostr6 que la
capacidad del rifién para reabsorber glucosa aumenta en pacientes con DT2 en
comparacién con individuos sanos. Por lo tanto, en pacientes con DT2, los rifiones
reabsorben la glucosa en exceso y la devuelven a la circulacion, lo que puede empeorar la
hiperglucemia [29]. El higado y los rifiones son los tnicos érganos que poseen las enzimas
necesarias para la gluconeogénesis y que posteriormente liberan glucosa recién formada en
la circulacién. En el estado preprandial en humanos sanos, la gluconeogénesis renal

representa aproximadamente el 20% de la glucosa total liberada en la circulacidn, y el
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higado contribuye con el resto. Se ha sugerido que la sintesis renal de glucosa aumenta en
pacientes con DT2 en relacion con individuos sanos. Asi, en pacientes con DTZ2, los rifiones
pueden exacerbar aun mas la hiperglucemia al continuar la reabsorciéon de glucosa y

aumentar la produccidn de glucosa [29-31].

De esta manera, en la homeostasis de la glucosa participan mayormente los 6rganos
mencionados, los cuales son capaces de mantener una estabilidad interna que les permite
llevar a cabo sus funciones. El contenido de glucosa, tanto en las células como en el
organismo completo, depende de la entrada y de su consumo, flujo que se encuentra
regulado por sefiales que mantienen el estado energético. La regulacion metabdlica celular
preserva los niveles de energia en equilibrio, lo cual es un proceso finamente regulado que
se refleja en el organismo completo. Romper entonces este equilibrio desemboca en la

aparicion de enfermedades como la DT2.

2. Participacion de los genes en la patogénesis de la DT2

El desarrollo de DT2 es el resultado de la interaccion entre factores ambientales y un fuerte
componente genético incluso con las mismas exposiciones ambientales, algunas personas
son mas susceptibles que otras a desarrollar diabetes, y este riesgo incrementado parece
ser heredado. Pero si bien los factores genéticos desempefian claramente un papel en el
desarrollo de la diabetes, las variantes genéticas implicadas en este riesgo eran
completamente desconocidas antes del advenimiento de las tecnologias genéticas
modernas. El avance de los estudios genéticos humanos en la década de 1980 finalmente

permitid intentar identificar los loci que subyacen a este componente genético [32].

A diferencia de DT1, donde el riesgo genético se concentra principalmente en la region HLA,
el componente genético del riesgo de DT2 no se concentra en una region especifica y parece
ser el resultado de la interaccion de multiples genes a lo largo de todo el genoma. Es posible
y muy probable que el componente genético de la DT2 se deba a multiples variantes
comunes de efecto pequefio (hipotesis variante comun de enfermedad comun), sin embargo

puede ser que también contribuyan variantes raras de mayor efecto [33-35].

2.1 Heredabilidad en la DT2
Un gran numero de estudios a nivel mundial apoyan el concepto de la heredabilidad en la

DT2, ya que ésta se presenta en familiares consanguineos de generacion en generacion. Asi,
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el riesgo de tener DT2 se incrementa cuando hay una historia familiar positiva de la
enfermedad. Aproximadamente del 15-25% de los parientes en primer grado de pacientes
con DT2 desarrollan ya sea ATG o diabetes. El estudio Framingham revela que los nifios que
tienen un padre con DT2 tienen 3.5 mas de riesgo de desarrollar la enfermedad comparado
con un individuo de la poblacién general y 6.1 veces mas si ambos padres tienen DT2 [36].
Resultados de prevalencia de diabetes e intolerancia a la glucosa en una cohorte de 199
descendientes de padres diabéticos muestran que la ocurrencia de diabetes en ellos se
acercaba al 60% a la edad de 60 afios [37]. Estudios con gemelos han resultado de mucha
utilidad para el conocimiento de la herencia en la aparicion de la DT2. Se ha demostrado
que la tasa de concordancia para la diabetes difiere entre el tipo de parejas de gemelos y
ésta se eleva cuando se adiciona un factor de riesgo. Asi, los rangos, entre 35% y 58% en los
gemelos monocigotos se elevan al 88% cuando la tolerancia a la glucosa se altera y es de
17% a 20% en los gemelos dicigdticos [37-39]. A este respecto, la Direccciéon General de
Epidemiologia en México, reportd que entre las caracteristicas epidemioldgicas de los casos
con DT2 reportados en el 2016, el 84.3 % de ellos tienen antecedentes heredofamiliares y el

54.1% el familiar es de primer grado (figura 2) [40].

Antecedentes familiares de diabetes
de primer grado

Antecedentes familiares de diabetes

M Primer
m S grado
n= 26,235 B Otros n=22,123

= No

Fuente: SSA/DGE/SVEHDT2 Corte al 31 de diciembre 2016

Figura 2. Antecedentes heredofamiliares de diabetes en pacientes reportados por la DGE. México 2016 [40]

Lo descrito anteriormente apoya la evidencia del papel del componente genético en el
riesgo a desarrollar DT2. Ademas, el conocimiento de que la prevalencia de la enfermedad
varia sustancialmente entre grupos étnicos que comparten el mismo ambiente, refuerza la

teoria que los factores genéticos contribuyen a la predisposicion de la enfermedad [41, 42].
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Asi, las prevalencias varian desde el 1% en algunos poblaciones indigenas, como en los
indios mapuches o Chinos que viven en zonas rurales, a valores extremadamente altos
como los encontrados en los Nauru (25%)[43] y los Pima en Arizona (50%) [44]. Sin
embargo, el estudio del componente genético en la DT2 es complejo por la participacion de
multiples genes en el origen de la enfermedad, asi dependiendo del factor de riesgo o via
metabolica que se afecta actualmente pueden agruparse aquellos genes que se asocian a R],

disfuncién de la célula 3, obesidad y sedentarismo entre otros (figura 3) [45].

Epigenética CDC123/CAMKID JAZF1 ADAMTS9 GLIS3
: : CDKAL1 KCNIT1 ADCY5 IGF1
Variantes raras/micro RNAs CDKN2AB KENQT ‘ADRAZA MADD
FOXO1 MTNR1B C2CD4B NOTCH2
CAPNT0 HHEX SGK1 CRY2 PROX1
ENPPT IGF2BP2 SLC30A8 DGKB-TMEM195  SLC2A2
PPARGCIA GCK TSPANS/LGRS| FADS1 THADA
TCF7L2 GCKR WFS1
‘\ 1 17
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[ Obesidad ] W Defidenda o wmssn)py | Disfuncion de la /

resistencia a las célula B
1 incretinas
ADIPOQ
PPARG
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Figura 3. Polimorfismos de un Solo Nucle6tido (SNPs), como factores de riesgo para DT2 [45].

Con el enfoque de genes candidatos, PPARG fue el primer gen identificado de riesgo para
DT2. Posteriormente, con el uso de estudios de asociacion del genoma completo, mas de
120 loci se han relacionado con la DT2 [46]. Ademas, 53 loci se han relacionado con las
concentraciones de insulina y glucosa, de los cuales 33 estan asociados con la DT2, aunque
algunos de ellos tienen relacion con la obesidad y la resistencia a la insulina, la mayoria

estan relacionados con la funcion de las células 3 [47].

Entre las variantes que han sido mas estudiadas como factores de susceptibilidad para
padecer DT2 se encuentran la de los genes de KCNJ11 (rs5219), que codifica Kir6.2 (E23K),
en TCF7L2 (rs12255372), el polimorfismo Gly972Arg en IRS1, el polimorfismo Gly1057Asp

en [RSZ, el polimorfismo Trp64Arg en el gen que codifica el receptor 3 adrenérgico y la
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variante promotora -308 G/A en TNFA [32]. Ademas otros genes han sido ampliamente
estudiados con relacién al origen de la DT2, entre ellos se encuentra el factor nuclear de
hepatocitos HNF4A el cual codifica para un factor de transcripciéon conocido como una
molécula clave en el desarrollo y la funciéon de las células 8. En una exploracion de todo el
genoma realizada previamente en gemelos japoneses con DT2 se observo la vinculacion de
DT2 con el cromosoma 20q12-q13, una region en la que se encuentra el gen HNF4A,
estudios recientes informan asociaciones entre DTZ2 y polimorfismos en la region

promotora P2 de este gen especifica para las células 3 [48, 49].

Las asociaciones genéticas con diversas patologias, permiten una visiéon profunda de los
procesos moleculares subyacentes a la enfermedad, la cual es informativa en el desarrollo
de un nuevo diagnoéstico y de técnicas terapéuticas para mejorar el cuidado del paciente.
Los estudios encaminados a dilucidar el papel que tienen los polimorfismos o mutaciones
en el proceso de la enfermedad seran de gran utilidad para el clinico y repercutiran en un

buen prondstico para las personas afectadas.

En este trabajo se han elegido dos genes HNF4A y GCK, factores muy importantes en el
funcionamiento de la célula beta, para la sintesis y secrecion de la insulina. HNF4A participa
ademas en la homeostasis del colesterol y triglicéridos, asi como en el metabolismo de los
acidos biliares, y es un gen clave para la expresion de lipoproteinas como APOC3 y MTTP
[50-52] En un estudio realizados por nuestro grupo, en personas mestizas de la Ciudad de
México con DT2 se encontro la asociacion de una variante de este gen T1301 (rs1800961)

con esta enfermedad [53].

En el caso de la enzima GCK, debido a sus caracteristicas cinéticas y funcionales que la
hacen unica para mantener el equilibrio de la glucosa sanguinea en los tejidos donde se
expresa y que en la célula beta es primordial para la liberacién de la insulina después
después de recibir una carga de glucosa, la hacen un gen de interes para la busqueda de
polimorfismos que se asocien con factores de riesgo para padecer DT2 [54] o mas
especificamente que mutaciones de este gen sean la causa directa de diabetes [55]. Por otra
parte en nuestro pais son escasos los estudios realizados que evaluen la participacion de

este gene en la DT2 en los pueblos originarios de México.
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2.2. HNF4A como gen de riesgo para DT2

El factor hepatico nuclear 4A (HNF4A) es un factor de transcripcidn que se expresa en
higado, rifidn, intestino y pancreas, y es un receptor huérfano de la superfamilia de
receptores nucleares 2al, NR2A1, aunque existen estudios que sugieren a los acidos grasos
como probables ligandos [56]. La proteina HNF4A presenta una estructura con seis
diferentes regiones (referidas de la region A-F). Estas regiones corresponden al dominio
funcional: un dominio N-terminal de transactivacién (AF-1)(region A/B, aminoacidos 1-50),
un dominio de unién al DNA (DBD)(region C, aminoacido 50-116), la funcidn precisa del
dominio D (aminoacidos 116-174) y F (aminoacidos 174-465) es incierta. El complejo
funcional C-terminal (regién E, aminoacidos 128-366) que forma un dominio de uni6n al
ligando (LBD), una interfase de dimerizacién y un dominio de transactivacion (AF2) (figura

4) [57].

HNF-4a
Factor nuclear hepdtico 4 alfa

1A 1B1C 2

exones

aminodcidos 124 50 116 133 373 455
DBD LBD
——" el
AF-1 AF-2

DBD= dominio de unién al DNA

LBD= unidn al ligando/dominio de dimerizacién
AF-1= dominio de transactivacién 1

AF-2= dominio de transactivacién 2

Figura 4. Estructura de HNF4A, gen y proteina [58]

El dominio de uniéon al DNA de HNF4A consiste en un motivo de dos dedos de Zinc que
interactuan especificamente con el elemento de respuesta del DNA de muchos promotores

y potenciadores de genes blanco.

Se conoce también que HNF4A participa en los estadios tempranos de la embriogénesis, de

acuerdo con los estudios realizados en especies de Xenopus y Drosophila. En el ratén la
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expresion de HNF4A se observa en el endodermo primario en el dia 4.5. La pérdida del gen

de HNF4A en murinos es letal, debido a la disfuncion del endodermo visceral [59].

En el humano, el gen de HNF4A se localiza en el cromosoma 20 q13.1-13.2. Consiste de 12
exones. Se han identificado 9 diferentes isoformas (HNF4A1-HNF4A9) como se observa en
la figura 5, que son productos de variaciones en el procesamiento de su mensajero y el uso
de un promotor alternativo (P1 6 P2), las cuales tienen diferente distribucién y funcién
tejido especifico, estos promotores estan fisicamente separados por mas de 45 kb. El
promotor 1 inicia la transcripcion del exén 1A (isoformas A1-A6) en el higado y rifon,
mientras que el promotor P2 inicia la transcripcidon que contiene el exén 1D (isoformas A7-
A9). Esta diferencia causa que las isoformas P2 sean mas cortas que las isoformas P1 y, lo
que es mas importante, que carezcan del dominio de interaccién del cofactor disefiado
como funcion activadora (AF)-1. Estas diferencias estructurales sugieren que las isoformas
P1y P2 podrian tener distintas funciones al interactuar de manera diferente con cofactores
especificos y estar reguladas de manera diferente en contextos especificos de importancia
fisiologica. El promotor P2 estd predominantemente relacionado a la expresion de HNF4A

en los islotes pancreaticos [60].

HNF44 gene

. /

Figura 5. Representacion de las isoformas de HNF4A (HNF4A1-HNF4A9). Los promotores P1 o P2 dirigen la

transcripcién alternativa de HNF4A [60].
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HNF4A tiene un papel critico en el desarrollo, diferenciacion celular y metabolismo del
pancreas endocrino. Es esencial para el buen funcionamiento del intestino, higado y rifidn.
Se han identificado alrededor de 910 genes blanco para HNF4A en higado y 665 en
pancreas, y pueden ser agrupados en diferentes categorias de acuerdo con su funcién, como
transportadores de nutrientes y metabolismo, hemostasia sanguinea, funciéon inmune,
diferenciacion hepatica y factores de desarrollo [61]. Los genes blancos mejor
caracterizados son aquellos que estan relacionados con el transporte de lipidos (gen de

apolipoproteinas, apo CIII) y el metabolismo de la glucosa (LPK, PEPCK, y la Aldolasa B).

En ratones knock-out, la eliminacion especifica de HNF4A en células {3, no lleva al desarrollo
de diabetes, pero después de la administracion intraperitoneal de glucosa los ratones
knock-out presentan una falla en la secrecion de insulina comparados con los ratones de la

cepa silvestre [62].

Mutaciones en HNF4A son causa de enfermedades en humanos como la diabetes de inicio
temprano MODY 1 y la hemofilia [57]. La identificaciéon de factores de transcripcion como
causa de formas dominantes de DT2, revelan la existencia de una red transcripcional
regulatoria, involucrada en el metabolismo (sintesis y secrecion de la insulina), en el
desarrollo y diferenciacion de la célula 3. En pacientes con DT2 se ha observado menor
expresion del RNAm de HNF4A, lo que se ha asociado con un dafio en la secrecion de
insulina [63].

Hasta el dia de hoy, se han reportado 72 diferentes mutaciones en el gen de HNF4A [64].

En México se han encontrado 3 variantes en el exén 4 de HNF4A, N126H/Y, R154G
(rs765237979) y T130l1 (rs1800961) asociadas con la aparicion de DT2 [65, 66]. La variante
T130I (rs1800961) fue descrita en 1996 por el grupo de Yamagata y cols., en personas no
diabéticas de ascendencia no hispana, sin embargo, no fue asociada con la diabetes MODY1,
lo cual fue motivo del estudio. La variante T130I consiste en el cambio de Treonina (ACT)

por Isoleucina (ATT) en el codon 130 [67].

Posteriormente en el 2003 se llevaron a cabo las pruebas funcionales para evaluar el
impacto en la funcién de la proteina ocasionada por la variante T1301 (rs1800961), se
encontro la disminucion de la funcion transcripcional en un 46.2% en la linea celular HepG2

[68]. El residuo treonina es un aminoacido conservado del dominio de union al DNA, en una
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region llamada box-A. La region box-A es importante para la homodimerizacién y para la
afinidad de union al DNA (figuras 6 y 7). El residuo de treonina esta conservado en humano,
rata, ratén y Xenopus y permite la interaccién de dos sitios de fosforilacién por PKC,
mientras que la sustitucion por isoleucina sélo facilita un sitio, afectando la activacion de

HNF4A [69, 70].

Adicionalmente, la transcripcion de GLUTZ esta mediada por HNF4A, por lo que la falla de

este factor de transcripcidon podria afectar también el control de la secrecion de insulina

[71].
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Figura 6. Homologia de la proteina de HNF4A con y sin la variante rs1800961 [69].
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Figura 7. Representacion lineal de los dominios de la proteina HNF4A y localizacién tridimensional de la

variante T1301. DBD: dominio de unién a DNA; AB: N terminal; F: C terminal. Modificado de [70].

Previo a este proyecto, nuestro grupo de trabajo mostré que la variante T130I (rs1800961)

de HNF4A se asocia con el desarrollo de DT2 de aparicidon temprana (en menores de 40
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afios) en poblacion mestizo Mexicana [53]. No obstante que se han llevado a cabo estudios
en diversas poblaciones, (tabla 1), existe poca informacidn sobre el impacto que tiene esta

variante en poblacion indigena mexicana como factor de riesgo para el desarrollo de DT2.

Debido a la importancia funcional que tiene el gen HNF4A en la homeostasis de la glucosa,
en este trabajo se exploro la posibilidad de encontrar variantes genéticas en la poblacion

indigena mexicana las cuales podrian formar parte del fondo diabetogénico en México.

Tabla 1. Frecuencia de la variante T1301 (rs1800961) en diferentes poblaciones en personas con y
sin diabetes.

Poblacién N T1301 % Autor
Controles blancos no hispanos EUA 55 5.0 Yamagata (1996) [67]
Controles Daneses 239 3.8 Moller (1997) [72]
Diabéticos Daneses 509 4.7 Moller (1997) [72]
Controles Chinos 251 7.8 Rissanen (2000) [73]
Diabéticos Chinos 105 0.0 Rissanen (2000) [73]
Controles Japoneses 354 0.8 Zhu (2003) [74]
Diabéticos Japoneses 423 3.5 Zhu (2003) [68]
Controles Daneses 4726 6.6 Ek (2005) [75]
Diabéticos Daneses 1409 8.2 Ek (2005) [75]
Controles mestizos mexicanos 75 5.6 Menjivar (2008) [53]
Diabéticos mexicanos 100 16.0 Menjivar (2008) [53]

2.3 Glucocinasa (GCK) como gen de riesgo para DT2

El primer paso de la glucdlisis en los mamiferos es catalizado por cuatro diferentes
hexocinasas. Las hexocinasas I-III tienen un peso aproximado de 100 kDa, tienen una
relativa afinidad por su sustrato, y son inhibidas por concentraciones fisiolégicas de
glucosa-6-fosfato (G6P). En contraste la hexocinasa IV, mas comunmente conocida como
Glucocinasa (GCK), tiene un peso molecular de alrededor de 50 kDa, una KcatSos que es
similar a la concentracion de glucosa sanguinea, y no es afectada significativamente por las

concentraciones fisiologicas de G6P [76].

La GCK se expresa en hepatocitos y células 3, en accion concertada con GLUT2 permite una
entrada rapida de la glucosa independiente de la insulina. Los individuos con mutaciones en
el gen GCK (MODY2) tienen una deficiencia en la deteccion de las concentraciones de
glucosa, lo que conduce a un umbral elevado para el inicio de la secreciéon de insulina

estimulada por glucosa. Esto da como resultado una hiperglucemia pero que no predispone
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a las complicaciones de la diabetes. En la célula B, la GCK es un componente clave en el
metabolismo de la glucosa. La fosforilaciéon de la glucosa dentro de la célula f esta

estrechamente acoplada a la secrecion de la insulina [77, 78].

La GCK consiste en una cadena o subunidad de 448 aminoacidos que forman una molécula
monomeérica que consta de 13 hélices alfa y 5 laminas beta que pueden fosforilar glucosa y
otras hexosas. La cadena se pliega en dos regiones distintas, un dominio pequefio y grande.
La GCK tiene un sitio activo de unidn para glucosa y uno para ATP, que es la fuente de
energia para la fosforilacion (Figura 8). Este sitio de unién activo se encuentra entre los
dominios pequeiios y grandes [79]. El carboxilo terminal es parte de la hélice alfa 13, que
codifica la region que forma la mitad del sitio de uniéon para la glucosa. Esta enzima se
puede modular para formar un complejo inactivo y activo. La conformacién inactiva se
forma cuando la hélice alfa 13 se ha modulado lejos del resto de la molécula formando un
espacio grande. Este espacio es demasiado grande para unir glucosa por lo que se dice que
estd en forma inactiva. La alternativa es cuando la hélice alfa 13 se modula para formar un

espacio mas pequefio, lo que activa la proteina [79].

Figura 8: Estructura de GCK cuando se une a ATP y glucosa [79].

El gen de GCK se localiza en el cromosoma 7p15-p13, consta de 12 exones que se expresan
tanto en la célula 3 como en el hepatocito (figura 10). A través de un sitio alternativo de
transcripcion, las formas de GCK en hepatocito y célula 3 difieren en su extremo N-terminal,
codifica para una proteina de 465 aminoacidos con un peso molecular de 52,191 Da. La

28



presencia de promotores especificos de tejido permite la regulacion diferencial dando lugar
a tres versiones de diferentes tamafios del exén 1 (a, b y c); el promotor cadena arriba es
funcional en el pancreas, mientras que el promotor cadena abajo se usa solo en el higado.
Los exones 1b y 1c se expresan en el higado y el ex6n la se expresan en la célula
pancreatica (Figura 9) [80, 81]. La insulina sobre-regula la expresion de GCK en el higado

[82].

La GCK hepatica también es regulada por la proteina regulatoria de GK (GKRP). Se sugiere
que el incremento en las concentraciones de fructosa-1-P seguida de la ingesta de fructosa
rompe la unién GKRP-GK, lo que produce la translocacion de GCK del nucleo al citoplasma

donde puede promover la captacidn de la glucosa plasmatica [83].

Glucocinasa
exones}IA 18 1c
18 1H 2423 4 56 78 9 10
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| RNAm de la célula beta |

Figura 9. Estructura del gen GCK de la célula b. Incluye los exones 1Ay del exén 2 al 10 [58]

Debido al papel central que tiene GCK en la liberacién de insulina es entendible que las

mutaciones en este gen puedan causar hiperglucemia (GCK; MIM# 138079).

En 1992, 14 de 16 familias con el fenotipo MODY tuvieron un LOD score positivo para el
estudio de ligamiento de GCK con MODY, asi, que las mutaciones relacionadas con este gen

que llevaban a producir diabetes se le llamo MODY 2 [84].

Las mutaciones de GCK pueden ser bioquimicamente clasificadas como: 1) mutaciones que

no producen cambios cinéticos pero que conducen a formas inestables con una actividad
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mas baja, 2) mutaciones que producen cambios cinéticos, y 3) mutaciones que cambian
multiples parametros cinéticos de la funcion enzimatica. Las mutaciones en GCK hacen que
la célula f§ sea menos sensible a las concentraciones extracelulares de la glucosa. Existen
también mutaciones en GCK que producen una ganancia de la funcién de la proteina lo que
conlleva a hiperinsulinemia neonatal o familiar provocando una significativa hipoglucemia

[85].

Los pacientes que presentan alguna mutacion de pérdida de la funcién en este gen tienen
hiperglucemias moderadas en condiciones de ayuno o post-prandiales, la curva de
tolerancia a la glucosa es anormal y se ha encontrado un componente hereditario
autosdmico dominante. A la fecha 130 mutaciones han sido descritas para el gen de la GCK

en familias tipo MODY [86].

Por otra parte, se ha sugerido también que un defecto en la sensibilidad a la glucosa por el
pancreas, causada por una mutacion heterocigota en el gen de GCK, puede reducir el
desarrollo fetal y el peso al nacimiento, causando ademas hiperglucemia después del

nacimiento [87].

No obstante la importancia de GCK en la diabetes MODY2, sélo en 2013 se ha informado su
relacion con la DT2 en un meta- analisis, donde se combinaron 24 estudios incluyendo
88,229 casos y 210, 239 controles los resultados demostraron que existia una asociacion

modesta entre la variante -30G>A de GCK y el riesgo de DT2 [88]

En México se han llevado a cabo pocos estudios respecto a este gen, Del Bosque-Plata en
1997, realiz6 el primer estudio en la busqueda de variantes en familias mestizas con
caracteristicas de diabetes MODY; sin embargo no encontraron ninguna variante en la
region exomica [89], lo cual no excluye que variantes en este gen estén en la poblacion
mexicana. De esta manera y debido a la importancia de esta proteina en la homeostasis de
la glucosa, en este trabajo se decidi6 realizar una busqueda de variantes genéticas en este

gen en poblacion indigena mexicana.

3. Poblacion indigena mexicana
La poblaciéon mestiza mexicana es el resultado de la mezcla de individuos de diversos
origenes. Los componentes principales de este mestizaje fueron los indigenas

mesoamericanos y los espafoles que llegaron en el siglo XVI. A ellos se han sumado los
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africanos, que llegaron en condicién de esclavos y los asiaticos cuyo flujo incrementé a
finales del siglo XIX. Estudios realizados por Lisker y cols., sefialan que la poblacion
mexicana posee una proporcion muy grande de ancestria amerindia, que va de 56% en la
Ciudad de México hasta 76% en Tlaxcala [90], por lo que es de esperarse que este
componente indigena influya en muchos aspectos, incluyendo la susceptibilidad a

enfermedades en la poblacion mestiza mexicana.

Se estima que en México hay aproximadamente 25.7 millones de indigenas, lo que
constituye cerca del 11% de la poblaciéon mexicana, lo cual representa al grupo autéctono
mas grande de América Latina [91]. En el pais se hablan 65 lenguas y dialectos. Los Estados
del Centro-Sur-Sureste concentran el 80% de los individuos indigenas. Existen grupos etno-
lingliisticos con gran nimero de poblacion (nahuas, mayas mixtecos, zapotecos, otomies,
tzeltales, tzotziles: entre 1,400,000 y 300,000), en contraste con pequefios grupos: kiliwas,
paipai, cochimi, kukapas, kikapus, entre otros con menos de 500 habitantes. Los indigenas
presentan los mayores indices de marginacion del pais. En los ultimos afios, muestran una
intensa migracion regional, nacional e internacional. En el contexto de la salud, la esperanza
de vida en los indigenas, es siete afos inferior al resto de la poblacion (69 afios
indigenas/76 afios mestizo) y ademas presentan altas tasas de desnutricion crénica. La tasa
de mortalidad en diabetes, comparada con el mestizo mexicano es de 16 vs 36 por cada

100,000 habitantes [92].

En México son escasos los andlisis para conocer la situacidon social y de salud de los pueblos
indigenas, sin embargo se sabe que existen desigualdades en las condiciones de vida, la
situacion de salud y el acceso a los servicios de salud entre la poblacién indigena y la no
indigena [8, 9]. Con respecto al tema de la diabetes, resultados de nuestro grupo revelaron
que el 60 % de los indigenas mayas que tiene DT2 desconoce que tiene esta enfermedad
[93]. Por otra parte, resultados recientes de Robles-Ordaz muestran la alta prevalencia del
estado prediabético de una comunidad Seri de Sonora (47-1%), [94] también resultados del
proyecto Maycoba en 2015, muestran el incremento en la prevalencia de diabetes en

mujeres Pima de México en un periodo de 15 afios 9.4% (1995) vs. 13.4% (2010) [95].

Lo anterior revela la importancia de realizar estudios genéticos y epidemiologicos en

poblaciones socioecondmicamente vulnerables como los pueblos indigenas mexicanos, con
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la finalidad de poder brindar un servicio de salud mas eficiente y de mayor cobertura en

estas comunidades.

3.1 Participacion de los genes en la susceptibilidad a la DT2 en poblaciéon Mexicana
Se ha demostrado que los hispanos tienen una gran sensibilidad para desarrollar
enfermedades complejas como la DT2, lo cual se ha atribuido a su componente amerindio

[93, 96].

La principal contribucion observada del fondo genético a la DT2 en la poblaciéon mexicana
se debe a variantes comunes con un efecto menor. Se conoce, que el 69% de los loci
asociados tienen MAF (frecuencia del alelo menor) >5% con un OR (razén de momios)
entre 1.21 y 3.38. Esto sugiere que la existencia de un conjunto de variantes genéticas con
efectos menores tiene un papel importante en la patogénesis de la DT2 en nuestra
poblacién (figura 10). Hoy en dia, 23 variantes comunes se han relacionado con DT2 en
México [97, 98]. Este numero, en comparaciéon con los encontrados en poblaciones
caucasicas, sugiere que aun hay mas variantes comunes por descubrir. Las variantes de
susceptibilidad que han sido replicadas en poblaciéon mestiza mexicana son: rs7903146
(TCF7L2), rs10811661 (CDKN2A/2B), rs7754840 (CDKAL1), rs12779790
(CDC123/CAMK1D), rs13266634 (SLC30A8), rs74800100 (LOC387761), rs7923837 (HHEX),
rs4402960 (IGF2BP2) y rs2237897 (KCNQ1). Es importante hacer notar que la variante
rs10811661 (CDKNZA/2B) ha sido replicada por nuestro grupo de trabajo, encontrando

asociacioén con la aparicion de DT2 en poblacion maya [93].
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Figura 10. Loci asociados a DT2 en poblacién mexicana. (Modificado de [97]).
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Aunque se han realizado esfuerzos importantes para el entendimiento de la genética de la
DT2 en México, los estudios en poblacidn indigena aun son escasos. Seria de gran ayuda la
identificacion de variantes propias de la poblaciéon mexicana que ayudaran a la explicacion
del incremento de la prevalencia de DT2 en nuestro pais, ademas que este tipo de estudio
permite la inclusiéon de comunidades en situacion social y econémicamente desfavorable en

los futuros beneficios que puedan obtenerse de ellos.
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I1. Justificacion

El presente proyecto se plantea en el contexto de un problema nacional de salud, la diabetes
tipo 2. Los resultados de la ENSANUT 2016, han mostrado aumento en su incidencia, la cual
es mayor que el promedio mundial. Asimismo, existen evidencias que sefalan la

participaciéon de genes especificos en el desarrollo de la DT2 en la poblacién mexicana.

Se conoce que los genes responsables del fenotipo diabético son distintos y se presentan
con diferente frecuencia entre las poblaciones. En México los estudios que evaluan el fondo
genético de esta enfermedad en los 62 grupos étnicos alin son pocos y es necesario que se
estime el impacto de las variantes ya conocidas y si es posible identificar nuevas variantes
propias de la poblaciéon mexicana que puedan dar una explicacion de la alta prevalencia de
la DT2 en los mexicanos, sobre todo en las comunidades social y econémicamente

vulnerables que son las mas afectadas por esta patologia.

El papel primordial que tienen los genes HNF4A y GCK en el funcionamiento de la célula
beta para mantener la homeostasis de la glucosa les confieren importancia para ser
estudiados como factores de riesgo para el desarrollo de DT2, ademas porque en la
poblacién mestiza mexicana se ha reportado una variante de HNF4A asociada a la DT2 de

aparicion temprana (< 40 anos).

Este trabajo es parte de una linea de investigacion que caracteriza en diferentes grupos
indigenas mexicanos las variantes de secuencia en genes asociados al riesgo del desarrollo

de DT2.

I11. Hipoétesis

Existen variantes no sinénimas aun no reportadas en los genes HNF4A y GCK, las cuales se

asocian con factores de riesgo para el desarrollo de la DT2 en poblacion indigena mexicana.
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IV. Objetivos

General
Identificar variantes de secuencia no sin6nimas en los genes HNF4A y GCK en grupos

indigenas mexicanos y relacionarlas con factores de riesgo para el desarrollo de DT2.

Especificos

v’ Identificar variantes de la secuencia exémica de los genes HNF4A y GCK en los grupos
indigenas mazahua y teenek

v" Predecir la probabilidad de que los polimorfismos encontrados tengan impacto
funcional en la proteina

v’ Establecer la frecuencia de las variantes encontradas en poblaciones indigenas de
México

v" Determinar y comparar las frecuencias de las variantes identificadas con otras
poblaciones reportadas en el Proyecto Internacional HapMap

v’ Establecer la relacién estadistica de las variantes encontradas con factores de riesgo

metabolicos para presentar DT2
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V. Material y Métodos

Requerimientos y Consideraciones éticas.

El protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica de Investigacién en Humanos
del Hospital Juarez de México HJM1402/07.08.22 (Anexo 1). A todos los participantes del
estudio se les explico el proyecto y cada persona firmé o imprimi6 su huella digital en una
carta de consentimiento informado de participacion voluntaria (Anexo 2). El muestreo se
realizé en poblacidn abierta con la condiciéon de que tuvieran un ayuno de por lo menos 8
horas (muestreo por conveniencia). Se obtuvieron datos generales a traveés de la aplicacion
de un cuestionario (Anexo 3). En casos necesarios, se requirio la ayuda de un intérprete.

Disefio del proyecto. El proyecto se disefio en dos fases. En la primera fase se identificaron

las variantes no sinénimas de los genes HNF4A y GCK. Se evaluaron 91 individuos del grupo
mazahua del poblado de Jaltepec en el Estado de México y 69 del grupo teenek de
Tanzuman y San Isidro del estado de San Luis Potosi, estos grupos fueron los primeros
propuestos para realizar esta tesis.

De acuerdo a los resultados de la primera fase, en una segunda fase, se procedié a la
busqueda de la frecuencia de la variante T130I (rs1800961) de HNF4A, el cual fue el unico
cambio no sindénimo encontrado en los mazahua y teenek y del que se conoce que su
presencia modifica la funcionalidad de su proteina. La prediccion in silico de la variante
Q26H de GCK no predice cambios en la funcidn de la proteina.

La busqueda de la frecuencia se realiz6 en los grupos: cora (Presidio de los Reyes y San
Juan Corapan del Estado de Nayarit), chatin (Santos Reyes, Nopala, Estado de Oaxaca),
chontal (Nacajuca, Estado de Tabasco), maya (Hecelchakan, Pocboc, Pomuch y Tenabo de
Campeche), mixteco (Santa Elena Xamiltepec, Estado de Oaxaca), otomi (Hidalgo),
purépecha (Michoacan), yaqui (Sonora) y zapoteco (Oaxaca). Las muestras de los grupos:
purépecha (N = 25), zapoteco (N = 25) y aqui (N=25), fueron proporcionados por el Dr.
Canizales y el Dr. Victor Acufia y del grupo otomi (N =25) por la Dra. Rosenda Penaloza,

cabe mencionar que para estos grupos solo se conté con la muestra de DNA
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Sujetos:

Criterios de inclusion

1. Individuos con tres o mas generaciones residiendo en su poblacion de origen.

2. Hablantes de lengua materna segun su grupo indigena, asi como considerarse a si
mismos pertenecientes a su grupo étnico

3. Ser mayores de edad

4. Sin restriccion de género
Estar de acuerdo en participar en el estudio y haber firmado una carta
consentimiento informado

Tamaio de muestra

El calculo de tamafio de muestra para este estudio, se realiz6 aplicando la siguiente
ecuacion que es utilizada para estimar el tamafio de muestra para la estimacién de

proporciones. (Daniel, Bioestadistica, Ed. Limusa Wiley).

- z°pq_ (1.96)%(0.5)(0.5) - 3841
" (0.05)2 364le

z= distribucién normal (1.96)

p=0.5,g= 0.5 y d=0.05.

El resultado de la ecuacion indica que se necesitaron evaluar: 384 individuos

Determinaciones antropomeétricas

A cada individuo se le midi6 la circunferencia de la cintura (cm) en el punto medio entre el
borde inferior de la costilla y la cresta iliaca y la circunferencia de la cadera (cm) en el punto
mas ancho sobre los trocanteres mayores. Se registro el peso (kg) y la talla (m), y se calculé
el indice de masa corporal (IMC) mediante la formula que divide el peso entre el cuadrado
de la talla (kg/m?) e indice cintura cadera (ICC) dividiendo la medida de la cintura entre la

cadera.

Determinaciones bioquimicas

A cada participante se le extrajo una muestra de sangre periférica en ayuno, de

aproximadamente 5 ml en un tubo sin anticoagulante y gel separador con la finalidad de
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obtener el suero de cada individuo. Se midié la concentracion sérica de glucosa, colesterol, y
triglicéridos por métodos convencionales con estuches comerciales y de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. Los niveles de insulina se determinaron por

quimioluminiscencia usando el sistema de inmunoensayos Immulite® 2000 de Siemens.

Andlisis genético

Extracciéon de DNA

Se extrajeron 10 ml de sangre periférica, y se depositaron en tubos con 200 ul de EDTA para
aislar leucocitos. La obtencién del DNA gendémico se llevo a cabo por métodos estandar [99].
El DNA se cuantifico espectrofotométricamente (260/280 nm) y se corrieron geles para
evaluar pureza e integridad respectivamente. El DNA se utiliz6 para: a) Evaluar etnicidad a
través de marcadores de ancestria, b) realizacion de la técnica de PCR-SSCP, c)

secuenciacion y d) RFLP para busqueda del polimorfismo T130I.

Andlisis del polimorfismo conformacional de cadena simple (SSCP)

La SSCP se llevé a cabo para cada uno de los exones de los genes HNF-4A y GCK. El
corrimiento electroforético se realizé en geles al 5.4% y 8%, de poliacrilamida en ambos
casos con glicerol al 10% y sin glicerol, se corrieron a 200 V, de 16-24 h a temperatura
ambiente dependiendo de la concentracién de poliacrilamida. En cada muestra se preparé
una reaccion estandar de 25 pl conteniendo 1 pg de DNA gendémico, 25 pM de cada uno de
los dNTP's, 1 pl de dCTP marcado con P32 DMSO, buffer 10X (Tris -HCL 10mM, pH 8.3), KCI
50mM, MgCl,y Taq polimerasa 2 U (Perkin Elmer, E.U). Todos los exones se amplificaron en
un termociclador (Ependorff-Gradiente, Alemania).

Esta técnica esta basada en el corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida de las
cadenas de DNA simples, en los cuales se detectan patrones de migracion diferentes si se ha
generado la sustitucién de una base por otra en la cadena de DNA del ex6n en estudio, el
rango de sensibilidad del SSCP varia entre 80-90% para detectar mutaciones en
fragmentos menores de 200 pares de bases. EI SSCP es un método capaz de identificar la

variacién de un sélo nucleétido en un segmento de DNA [100].
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Oligonucleo6tidos empleados para amplificacion del gen HNF4A

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para amplificaciéon de HNF4A [67]

Exon[5’ - 3’ 3-5 pb  [TA°C
E1 |GGGCACTGGGAGGAGGCAGT |GCCTGTAGGACCAACCTACC  |340 |65
E1B [TCTGGTGTGCACGACTGCAC  |CTGGAGCTGCAGCCTCATAC  [356 |64
E2 |AAGGCTCCCTTAGATGCCTG  |CCACTCAGGGAGAAGACAGACCT[321 |67
E3 |CCTAGTTCTGTCCTAAGAGG  |GTCATAAAGTGTGGCTACAG  [253 |59
E4 |CCACCCCCTACTCCATCCCTGT |CCCTCCCGTCAGCTGCTCCA  [271 |68
E5 |GTGCAGGGGACAGAGAATGC |AATCAAGCCAGTCCACGGCTAT [322 |66
E6 |GCCCAGCGTCACTGAGTTGGCTATTGCCTGGGTGAGTGCCATG 234 |64
E7 |GCACCAGCTATCTTGCCAAC  |AGGAGAAGTCTGGCAGAGCG  [315 |66
E8 |CTCCTTGTGTGACACAAGTC  |CTCACTGTGTGAGGCCTGTC  |407 |61
E9 |[TGGTTGATTGGCCACGCCTG  |ATCCTGGTTCTACCTTCTAG  |341 |59
E10 |[CATTTACTCCCACAAAGGCT  |GACCACGTGATCACCAGGTG  [277 |59

Tabla 3. Oligonucledtidos empleados para amplificacién de los exones de GCK [101]

Exon |5'-3' 3-5 pb [TA°C
E1 TCAAACCCCAAACCAGCCC AGCAAACACTCCCAGAATGCC 237 | 61
E1B  |AGCTCTCCATCCAAGCAGCC GCTCTCCCAGTGCAAAG 220 | 61
E1C  |CCTCACATGGCCAACTGCTAC CTTTGGTGAAAGCGATAAGAGTC 200 | 59
E2 CGGGGTCAGAAGACAGAAGG GGGTGCTTCTCCCAGCTAGG 381 | 61
E3 CCTCCTCCTCTTTGTAATATCC TAGACAGGTGGCACCTCC 348 | 59
E4 CATTCAGTGGCCAGGTGTT GGGGGCTACATTTGAAGGC 320 | 59
E5 AGCAGCCACGAGGCCTATCTC GAGAAAGGCAGGCAGTGCTGG 196 | 64
E6 CCAGCACTGCAGCTTCTGTG GAGCCTCGGCAGTCTGGAAG 176 | 64
E7 TGCAGCTCTCGCTGACAGTCC CTCCCATCTGCCGCTGCACC 287 | 64
E8 CGTGCCTGCTGATGTAATGG GCCCGAGACCAAGTCTGC 268 | 64
E9 CTGTCGGAGCGACACTCAG CCCCCAAATCTAGGCCAAGG 410 | 64
E10  |GTCGACTGCGTGCAGGGCGC TGTGGCATCCTCCCTGCGCT 263 | 64
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Secuenciacién

De acuerdo con los resultados del corrimiento electroforético de los productos de PCR de
cada exdn en la SSCP, se secuenciaron las muestras que presentaron diferente patréon de
migracion. La reaccidn de secuenciacion se llevo a cabo mediante un estuche de AmpliCycle
Sequencing de Perkin Elmer (E.U.), y se basa en el método descrito por Sanger [102], se hizo
la secuenciacion automatica en el secuenciador ABI-PRISM Applied Biosystems version 3.7.

Marcadores de ancestria (AIMs)

Todos los SNPs para ancestria fueron genotipados utilizando el KASPar ensayo
(KBioscience Company), utilizando un formato de transferencia homogénea de energia
fluorescente. Se seleccion6 un panel de 10 marcadores para estimar la ancestria de los
individuos participantes, estos marcadores distinguen principalmente la ancestria indigena
americana y la europea con un 0>0.44: rs2695, rs2862, rs3340, rs4884, rs1800498,
rs2814778, rs223830, rs203096, rs722098 y rs17203 [103]. Las poblaciones de referencia
fueron la YRI y CEU del proyecto HapMap. Como control de calidad se realizo la

genotipificacion por duplicado en 90 muestras y no se encontraron genotipos discordantes.

Frecuencia de la mutacién T130I del gen HNF4A por RFLP

El exon 4 de HNF4A fue amplificado por PCR con oligonucledtidos especificos 5’-
CCACCCCCTACTCCATCCCTGT-3’, y 5-CCCTCCCGTCAGCTGCTCCA-3’. La mutaciéon T130I
genera un sitio de corte Sfu 1 y es detectada por RFLP (polimorfismo de los fragmentos de
restriccion) (T: 271 pb, I: 81+190 pb). La digestion para la enzima Sfu I se llevo a cabo en un
volumen de 25 ul con 1 pug de DNA, buffer H (Tris-HCl 500mM, NaCl 1M, MgCl; 50mM
pH7.5), agua desionizada y una unidad de enzima por ug de DNA (concentracion de la
endonucleasa 10 U/ul), la mezcla fue incubada a 37 °C toda la noche. Los fragmentos se
visualizaron a través de un gel de agarosa al 3% en Buffer TBE 1X utilizando bromuro de
etidio.

Andlisis de la Extensién de la Homocigocidad Haplotipica

Para hacer este analisis, se secuenciaron 2000 pares de bases alrededor de la variante en
estudio, para ello se disefiaron oligonucledtidos especificos y se llevd a cabo una
secuenciacion Sanger, con los datos obtenidos se realiz6 un alineamiento en la pagina de

UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/), se conformé un haplotipo con
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1s7269793, rs6093978, rs13041396, rs11574738, rs11574739, rs3212194 y rs3212195 de

acuerdo a lo reportado en el Proyecto 1000 genomas

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/)[104]. Las pruebas
basadas en haplotipos para el analisis de seleccion positiva se calcularon con el paquete R,
rehh version 2.0 [104]. Las variantes genéticas sin informacién sobre su alelo ancestral
fueron excluidos de los analisis. El diagrama de EHH fue obtenido usando el paquete R, rehh.
En este analisis solo fueron considerados los Mazahua, Teenek y mestizos grupos de los
cuales se contaba con la secuencia de datos.

Andlisis de datos

El analisis estadistico se realizé mediante los programas SPSS 10.0 2.00 para la estadistica
descriptiva y para el andlisis de correlacion. La prediccién de los cambios no sinénimos se
llevo a cabo con los programas Polyphen V2.2 [105], SIFT [106] y FATHMM [107]. La
correlacion de los genotipos con rasgos fenotipicos cuantitativos se llevo a cabo a través del
modelo lineal univariado ajustando por posibles confusores como sexo y edad entre otros.
La estimaciéon de ancestria se realizd en el programa Adxmiture [108]. Se calcul6 el
equilibrio de Hardy-Weinberg por una prueba de X? considerando un valor significativo p<

0.05.
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VI. Resultados

Ancestria

La estimacion de la ancestria posee gran relevancia para conocer la estructura genética de
las poblaciones, en este trabajo se evaluo la ancestria como una herramienta para confirmar
que los participantes poseen una ancestria mayoritariamente amerindia, y evitar que los
resultados obtenidos de la posibles asociaciones no se deban a un efecto de estratificacion
poblacional

La tabla 4 muestra los resultados de la estimacion de ancestria expresada como porcentaje.
Los 11 grupos estudiados presentan una estimacion amerindia superior al 96%. Los grupos
Teenek y Zapoteco alcanzaron el 98%, lo que sugiere que estas poblaciones conservan ain
un fondo genético propio de los primeros pueblos de América.

En México existen 68 grupos indigenas mexicanos a lo largo de todo el pais, que pueden
clasificarse de acuerdo a la lengua en 11 familias lingliisticas indoamericanas, los individuos
de este estudio pertenecen a las familias Yuto-nahua, Oto-mangue, Maya y Tarasco.

En la figura 11 se encuentra la localizacion geografica de los 11 pueblos evaluados, estos

representan el 16.2 % del total de los grupos indigenas en México.

Tabla 4. Estimacion de la ancestria de 11 grupos indigenas mexicanos

Grupo n=954 ancestria amerindia ancestria europea Familia Lingiiistica
% %

Cora 124 97.8 2.2 Yuto-nahua

Chatino 112 97.4 2.6 Oto-mangue

Chontal 141 97.7 2.3 Maya

Maya 109 97.5 2.5 Maya

Mazahua 91 97.6 2.3 Oto-mangue

Mixteco 133 97.7 2.3 Oto-mangue

Otomi 25 96.6 3.4 Oto-mangue

Purépecha 25 97.6 2.4 Tarasco

Teenek 69 98.0 2.0 Maya

Yaqui 25 97.6 2.1 Yuto-nahua

Zapoteco 25 98.1 1.9 Oto-mangue
n=879 97.6 2.4
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Localizacién de los grupos indigenas evaluados
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Figura 11. Localizacién geografica de los 11 grupos indigenas mexicanos evaluados

Evaluacion ex6mica de HNFA4 y GCK en los grupos mazahua y teenek

HNFA4
Para cada exdn se verifico que el tamafio del amplificado correspondiera a lo reportado en

la literatura. Para ello se corrieron geles de agarosa al 1% durante 30 minutos a 80 V. Cada
uno de los exones analizados tuvieron el tamafo esperado. La figura 12 muestra un ejemplo
de la verificacidn del tamafio de los exones. Para el exdn 2 el tamafio esperado es de 321 pb,

el exén 4, 271 pby el exén 5, 322 pb.

Identificacion de variantes

Se realizaron 450 reacciones de PCR marcadas con P32 y 80 corrimientos electroforéticos
(SSCP) de los 10 exones de HNF4A para identificar las muestras que tuvieran un cambio en
su composicidn de bases, lo cual se hace evidente por un corrimiento distinto. Como control
de calidad y para asegurar que este tipo de ensayo no tuviera alguna interferencia ya sea
por factores quimicos de las soluciones o fisicos como el voltaje, cada corrida se llevo a
acabo en 4 condiciones de concentracion de acrilamida: 5.4% y 8% de acrilamida y en

presencia o ausencia de glicerol. La figura 13 muestra el PCR preparativo para la busqueda

43



de variantes en el exén 4 de HNF4A, se verifica también que las muestras amplificadas

tengan un tamafio de 271 pb.

Exon 2 Exon 4 Exon 5

2072 pb ey

600 pb ——p

100 pb
—»

Talla 321 pb 271 pb 322 pb

Figura 12. Tamafio de los exones 2, 4 y 5 de HNF4A. Gel de agarosa 1%; 80 V/30 minutos; visualizacién con
bromuro de etidio. Marcador: 100 pb

“— 600pb

«——— 271pb

1 5 11 13 16 20 22 26 2932 3438 41 42 44 5354 55 64 67 7074 80 D59M

Figura 13. Corrimiento electroforético del PCR preparativo del exén 4 de HNF4A. Gel de agarosa 1%; 80 V/30
minutos; visualizacién con bromuro de etidio, tamafio del exén 271 pb.

En las figuras 14 y 15 se observan dos ejemplos de las autoradiografias obtenidas para
identificar las muestras en donde hay cambios en la secuencia de los exones 2 y 4 de HNF4A
por la técnica de SSCP, como se puede observar en el exdn 2 encontramos 3 patrones
diferentes y en el ex6n 4 la muestra MZ20 presenta 3 bandas, mientras que las muestras

restantes sdlo presentan una banda.

Aquellas muestras en donde se observaron corrimientos diferentes fueron secuenciadas

por el método de Sanger.
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En las figuras 16, 17 y 18 se muestran las secuencias del exdn 2 de las muestras MZ 4, MZ 1

y MZ 5 que tuvieron modificaciones en el corrimiento electroforético.

El electroferograma de la muestra MZ 4 (figura 16) es la reportada como de referencia por
el GenBank con nimero de acceso AH005099. La secuencia de la figura 17 corresponde a la
muestra MZ1. Este DNA presenta dos cambios en su secuencia, comparada con el banco de
genes. En la posicidon 242 estan presentes las dos bases Timina (T) y Citocina (C), (el banco
de genes lo informa como C), lo que nos indica que esta persona es heterocigota para este
cambio. En la posicién 273, hay un cambio de una Guanina (G) por Adenina (A). Estos dos
polimorfismos ya se han reportado con anterioridad (del proyecto Genoma Humano), sin
embargo estas modificaciones no corresponden a algiin cambio en la secuencia de la
proteina. La figura 18 muestra el electroferograma de la muestra MZ5, este DNA presenta
un cambio en su secuencia en la posicion 273 donde hay un cambio de una G por A como en
la MZ1, pero el corrimiento electroforético es diferente de la muestra MZ1 porque es la
unica modificacion presente. Al igual que en la muestra anterior este polimorfismo esta
reportado dentro del proyecto genoma humano y no causa ninguna modificacién en la

proteina.

En la figura 19 se muestra el electroferograma de la muestra MZ20 del exén 2. En ella
observamos un cambio en la posicion 345 de la secuencia. Se indica por una flecha la
posicion donde se observa la presencia de 2 nucleétidos. La curva azul indica la presencia
de la base C en un alelo, y la curva roja superpuesta indica la presencia de la base T en el
otro alelo (C/T), lo que origina un cambio en el codéon 130 de la proteina de HNF4A,
Treonina (ACT) por Isoleucina (ATT) .

Figura 14. Autoradiografia de la SSCP del ex6n 2 del gen HNF4A, 8% de
acrilamida con glicerol, 200 V/18 hs, exposicién 24 h.
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Figura 15. Autoradiografia
de la SSCP del exén 4 del
gen HNF4A, 8% de
acrilamida con glicerol, 200
V/18 hs, exposicion 24 h.
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Figura 16. Electroferograma del ex6n 2 de HNF4A de la muestra MZ 4.
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Figura 17. Electroferograma del ex6n 2 de HNF4A, MZ 1.
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Figura 18. Electroferograma del exén 2 de HNF4, muestra MZ 5.

G TGAGCGGGACCGGATCAGCABTCG GGTC GCTATGAGGACAGCAGCCT

Figura 19. Electroferograma de
la muestra MZ20 del ex6n 4 de
HNF4A. La flecha indica la
posicion de la base cambiada en
donde se observa la presencia de 2
nucleodtidos. La curva roja indica
la presencia de timina en un alelo,
| | y la curva verde superpuesta
ﬂ }I |l |' indica la presencia de citosina en
el otro alelo (C/T) originando un

} | l cambio en el codén 130 de la

proteina de  HNF4A  del
I l | [ l aminoacido treonina por
’ l | l ' l l | isoleucina.

Enlos exones 1, 3,5, 6,7, 8,9 y 10 todas las muestras presentaron un patron de corrimiento
electroforético homogéneo. De esta manera podemos resumir en la tabla 5 los hallazgos de
las variantes exdmicas encontradas en el gen HNF4A en poblaciéon mazahua y teenek. El
unico cambio no sinénimo encontrado es el del polimorfismo T130I (rs1800961), el cual ya
habia sido reportado previamente por nuestro grupo de trabajo en poblacién mestiza
mexicana y asociado a la aparicion de DT2 en personas menores de 40 afos [53], y de la

cual ya se report6 que disminuye en 46.2% la funcidén de la proteina [68].
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Tabla 5. Variantes de secuencia de HNF4A identificados en poblacién Mazahua y Teenek.

Variante localizacibon =~ Cambio generado
rs736824 Intrén 2 Ninguno
rs745975 Intrén 2 Ninguno
rs1800961 Exon 4 T>1 (T130/1)

GCK
Para cada exén de GCK se verifico que el tamafio del amplificado correspondiera a lo

reportado en la literatura. Para ello se corrieron geles de agarosa al 1% durante 30 minutos
a 80 V. Cada uno de los exones analizados tuvieron el tamafio esperado. Se realizaron 450
reacciones de PCR marcadas con P32 y 80 corrimientos electroforéticos (SSCP) de los 10
exones de GCK para identificar las muestras que tuvieran un cambio en su composicion de
bases en los grupos mazahua y teenek.

La figura 20 muestra un ejemplo del PCR preparativo del ex6n 1la de GCK, y donde se

verifica que el ex6n tenga un tamafio de 237 pb.

1B 102123285073 84 2 9 14314052 62717778 81 83 858689 7

Figura 20. Corrimiento electroforético del PCR preparativo del exdn 1a de GCK. Gel de agarosa 1%;

80 V/30 minutos; visualizacién con bromuro de etidio, tamafio del exén 237 pb.

En la figura 21 se observa un ejemplo de la autoradiografia obtenida y se pueden identificar
las muestras en donde hay cambios en la secuencia en el ex6n 1a de GCK por la técnica de

SSCP. Como puede observarse en la muestra 50 en la direccion de la flecha, se observan 3
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bandas mientras que las otras muestras sélo presentan 2, cabe hacer notar que este patrén
se conservo en las otras tres condiciones trabajadas (5.4% de acrilamida con glicerol, 8% de

acrilamida con y sin glicerol). La muestra se amplifico para su secuenciacion posterior.

Figura 21. Autoradiografia de la SSCP del exén 1a de GCK, gel 5.4% de acrilamida sin glicerol, 180
V/24 h, exposicion 24 hs.

La figura 22 muestra la secuenciaciéon de la muestra 50, la diferencia en el corrimiento
electroforético se debié al cambio de una C por una T en la tercera posicién del coddn 3,

este cambio es sindnimo pues ambos tripletes codifican para el aminoacido aspartico.
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GAC/GAT=ASP

Figura 22. Electroferograma de la secuencia del exén 1a de GCK del individuo MZ50.

En la figura 23, se observa el corrimiento electroforético del exén 2 de GCK en poblacion
mazahua, las muestras 39 y 42 presentan 4 bandas a diferencia de las demas que poseen

solo 3.

Figura 23. Autoradiografia de la SSCP del exdn 2 de GCK, gel 5.4% de acrilamida sin glicerol, 180
V/24 h, exposicion 24 h.
El electroferograma del ex6n 2 de GCK de la muestra 42 se observa en la figura 24. En el
codén 26 se presentan al mismo tiempo las bases Guanina (G) (curva negra) y Timina (T)
(curva roja) en la tercera posicion del triplete, lo que ocasiona el cambio del aminoacido

glutamina (Q) por histidina (H).
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Figura 24. Electroferograma de la secuencia del exén 2 de GCK del individuo MZ42. En la posicién 159 de la
secuencia se encuentran las bases T y G en la misma posicién ocasionando un cambio no sinénimo Q26H en la
proteina de GCK.

Se realiz6 la prediccion in silico del polimorfismo Q26H de GCK en el programa Polyphen
V2.2 [105] y los resultados mostraron que éste no provocaria algun cambio deletéreo en la
actividad de la enzima (Figura en anexos). Con el programa SIFT [106] esta variante
muestra un puntuacién de 0.02 lo que indica que puede modificar la funcién de la proteina,
sin embargo el mismo programa indica que este resultado tiene un bajo nivel de confianza.
Por su parte, la prediccidn por el programa FATHMM [107] indica que no hay cambios en la
funcion.

En la figura 25 se muestra el corrimiento electroforético del exén 6 de GCK, revelado con
tincion de plata, se busco esta alternativa por no contar ya con P32 debido a la restriccion en
la compra de este reactivo por su peligrosidad. Se observa que en la muestra 17 hay una

banda mas localizada entre la banda 3 y 4. Esta muestra corresponde a un individuo de la

poblacién teenek.

Figura 25. SSCP del exdén 6 de
GCK, gel 8% de acrilamida con
glicerol, 180 V/24 h, la
electroforesis fue revelada en
este caso por tincién de plata.
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La muestra TK 17 fue secuenciada y el resultado se muestra en la figura 26. Se observa que
en la posicion tres en el codon 215 se encuentran simultaneamente las bases T y C este

cambio es sinénimo para el aminoacido tirosina (Y)

Qg{)hf‘l(:'"“ TKAT_§phcocinass-exond st Vodel Neme 3100 FSI0LOGHA
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K8 be Pis 804 10 3300 P Loc 804 Spacig
K8111 Cep7 sion 5.1  MISQV Bases: 131  MA ANGELES GRANADOS

¥
~
*iELfE

Codoén 215 C/T
TAC/TAT=Y

Lot

Figura 26. Electroferograma de la secuencia del exén 6 de GCK del individuo TK17. En la posicién 74 de la
secuencia se encuentran las bases T y C en la misma posicién ocasionando un cambio sinénimo Y215Y en la
proteina de GCK.

En los exones 3, 5, 7, 8, 9 y 10 de GCK todas las muestras presentaron un patrén de
corrimiento electroforético homogéneo. En la tabla se resumen los hallazgos de las
variantes exdmicas encontradas en el gen GCK en poblaciéon mazahua y teenek. Dos cambios
sin6nimos uno en la poblacién mazahua D3D (rs144723656) y otro en la poblacion teenek
Y215Y (rs rs142553382). Un cambio no sinénimo en poblacion mazahua Q26H
(rs193922329), el cual no se reporta relacionado con alguna enfermedad y sélo se encontro

en un individuo, la prediccion por PolyPhen no indica algiin cambio en la proteina.

Tabla 6. Variantes de secuencia de GCK en poblacién mazahua y teenek.

Cambio de nucleotidolocalizacién Cambio generado
C/T Mazahua

rs144723656 Exon 1A D3D
G/T Mazahua

rs193922329 Exén 2 Q26H
C/T Teenek )

rs142553382 Exon 6 Y215Y
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Frecuencia de la mutacion T130I del gen HNF4A

Debido a que nuestro grupo de trabajo ha encontrado que la variante T130I (rs1800961)
del gen HNF4A es un factor de riesgo para padecer diabetes en la poblacion mestiza
mexicana (OR=3.38, CI 95% 1.14-10.03, x?=4.81, p=0.028) y que en las poblaciones
mazahua y teenek, también encontramos esta variante, se evalio su frecuencia en otros
nueve grupos indigenas: cora, chontal, chatino, maya, mixteco, otomi, purépecha, yaqui y
zapoteco. La tabla 7 muestra las frecuencias encontradas en todos los grupos. Comparamos
las frecuencias de los grupos indigenas con un grupo de mestizos de un estudio previo [53]
encontramos que éstas son estadisticamente diferentes en los grupos cora, chontal y maya.

Cuando se compara la frecuencia entre grupos indigenas, los grupos cora, chontal y maya

son también diferentes del resto de los grupos.
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Tabla 7. Frecuencias alélicas y genotipicas del rs1800961 (T130I) del gen HNF4A en poblacién
indigena mexicana.

Etnia T/T T/I I/1 Total T I Total 1301 (95% ClI) frecuencia
alélica
Cora 89 32 3 124 210 38 248 *p=0.00007
(71.7%) (25.8%) (2.4%) (84.6%) (15.3%) IC=(0.053-0.433)
Chatino 106 6 112 218 6 224 p=1.00001
(94.6%) (5.4%) (97.3%) (2.7%) 1C=(0.279-3.6)
Chontal 98 41 2 141 237 45 282 *p=0.00003
(70.0%) (29.3%) (1.4%) (84.0%) (16.0%) 1C=(2.44-19.6)
Mixteco 120 10 3 133 250 16 266 p=0.125
(90.2%) (7.5) (2.3%) (93.9%) (6.0%) 1C=(0.766-7.12)
Maya 81 24 4 109 186 32 218 *p=0.00014
(74.3%) (22.0%) (3.7%) (85.3%) (14.7%) IC=(2.17-18.15)
Mazahua 85 6 91 176 6 182 p=1.00002
(93.4%) (6.6%) (96.7%)  (3.3%) IC=(0.345-4.5)
Teenek 61 8 69 130 8 138 p=0.19287
(88.4%) (11.6%) (94.2%) (5.8%) IC=(0.651-7.516)
Purépecha 23 2 25 48 2 50 p=0.74466
(92%) (8%) (96%) (4%) IC=(0.270-8.565)
Otom{ 23 2 25 48 2 50 p=0.74466
(92%) (8%) (96%) (4%) IC=(0.270-8.565)
Zapoteca 22 3 25 47 3 50 p=0.43324
(88%) (12%) (94%) (6%) IC=(0.507-10.787)
Yaqui 25 0 25 50 0 50 p=0.8883
(100%) (0%) (100%) (0%) IC=(0.017-6.092)
Todos los grupos 733 134 12 879 1600 158 1758 *p=0.00768
indi
indigenas (83.4%) (15.2%)  (1.4%) (91%)  (8.9%) 1C= (1.317-9.86)
Mestizo [53] 71 4 75 146 4 150
(94.6%) (5.3%) (97.3%) (2.7%)

Las frecuencias estan en equilibrio Hardy-Weinberg, con excepcién del grupo yaqui. La frecuencia del alelo 1301 fue
comparada con los sujetos mestizos y los grupos indigenas con la prueba de x2
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Asf mismo, la comparacién entre grupos muestra que los cora, chontal y maya son los que presentan la frecuencia mas alta y los

que son significativamente diferente de las demés poblaciones, esto lo podemos observar en la tabla 8.

Tabla 8. Comparacién de frecuencias alélicas del polimorfismo T301 (rs1800961) entre grupos indigenas.

Cora Chatino Chontal Mixteco Maya Mazahua Teenek Purépecha Otomi Zapoteca Yaqui
< 0.0001 0.9048 0.0008 0.8970 = 0.0001 0.0052 0.0383 0.0383 0.1128 0.0008
Cora
0.0834 < 0.0001 0.7737 0.1635 0.6407 0.6407 0.2141 0.5961
Chatino <0.0001
S fitiiaa ok Fiann 0.0028 0.0261 0.0261 0.0798 0.0005
0.0020 0.2658 1.0000 0.7485 0.7485 1.0000 0.0855
Mixteco
0.0001 0.0097 0.0563 0.0563 0.1596 0.0012
Maya
0.28569 0.2869 0.6831 0.4085 0.3450
Mazahua
1.0000 1.0000 1.0000 0.1119
Teenek
1.0000 1.0000 0.45949
Purépecha
1.0000 0.4549
Ctom|
0.2424
Zapoteca
Yagui

P<0.05 se considera significativo. Prueba exacta de Fischer

Realizamos la comparacion de estas frecuencias con las reportadas en el Proyecto Internaciona HapMap3, tomando el promedio

de la frecuencia en toda la poblacién indigena mexicana evaluada para llevar a cabo este analisis (Tabla 9).

Se observa que la frecuencia de la variante rs1800961 es diferente entre los grupos del HapMap3 y los indigenas mexicanos

evaluados (P<0.05), y alin mas que en los indigenas yoruba de Nigeria esta variante no estd presente en su poblacién.



Tabla 9. Comparacién de las frecuencias alélicas y genotipicas de la variante T1301 (rs1800961)
entre los indigenas mexicanos (MEXAME): cora, chontal, chatino, maya, mazahua, teenek, mixteco,

purépecha, otomi, zapoteco y yaqui, con las poblaciones del Proyecto Internacional HapMap3 [109].

Poblacién Frecuencia genotipica Frecuencia alélica
n CcC n CT/TT n C n T
ASW (A) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a nj/a
CEU (O) 113 0.929 8 0.071* 226 0965 8 0.035*
CHB (H) 137 0.964 5 0.036* 274 0982 5 0.018*%
CHD (D) 109 0.954 5 0.046* 218 0977 5 0.023*%
GIH (G) 101 0.950 5 0.050* 202 0975 5 0.025*%
JPT () 113 0.991 1 0.009* 226 0996 1 0.004*
LWK (L) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MEX (M) 58 0.983 1 0.017* 116 0991 1 0.009*
MKK (K) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a nj/a
TSI (T) 102 0971 3 0.029* 204 0985 3 0.015*%
YRI (Y) 63 1.000 0 n/a 126 1.000 0 0*
MEXAME (I) 733 0.834 146 0.166 1600 091 158 0.089

*frecuencia comparada con MEXAME p<0.005. Poblaciones: ASW (A): de ancestria Africana residente en Suroeste de EU,
CEU (C): Residentes de Utah de ancestria del norte y oeste de Europa de la coleccion CEPH, CHB (H): Chinos Han de
Beijing, China, CHD (D): Chinos de Denver, Colorado, GIH (G): Indios Gujarati de Houston, Texas, JPT (J): Japoneses de
Tokyo, Japén, LWK (L): Indigenas Luhya de Webuye, Kenya, MEX (M): Ancestria Mexicana en Los Angeles, California, MKK
(K): Indigenas Maasai de Kinyawa, Kenya, TSI (T): Poblacién Toscana de Italia, YRI (Y): Indigenas Yoruba de Ibadan,
Nigeria, MEXAME (I): cora, chontal, chatin, maya, mazahua, teenek, mixteco, purépecha, otomi, zapoteco y yaqui.

Analisis de la Extension de la Homocigocidad Haplotipica (EHH) para la variante
T130I (rs 1800961) del gen HNF4A.

En la publicacion de los resultados anteriores, nosotros sugerimos la hipotesis de que la
variante T130I (rs1800961) podria ser originada en el proceso evolutivo de los pueblos
mexicanos, por lo que para reforzar esta teoria nos sugirieron realizar un analisis
estadistico que apoyara esta aseveracidn. Para ello elegimos el analisis de EHH [104]. El
EHH es una funciéon de la edad de la mutacién, las mutaciones mas jévenes muestran
homocigosidad en regiones mas grandes que las mas antiguos. El EHH en una region se
puede calcular para un haplotipo central o un alelo SNP central y luego se compara con el de

otros haplotipos centrales o el alelo alternativo [110]

La figura 27 muestra el decaimiento de EHH alrededor de la variante T130I (rs1800961)
del gen HNF4A.
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Figura 27. Extension de la homocigocidad haplotipica para la variante T130I (rs1800961) del gen HNF4A en
poblacién indigena mexicana

Como puede observarse, del lado derecho de la grafica, el decaimiento del alelo ancestral
junto con los rs3212194 y rs3212195 disminuyeron al 100% de homocigocidad, mientras
que los mismos polimorfismos, pero con el alelo derivado rs1800961 sélo decayeron un
16% en ese segmento. Rio abajo de la variante, el decaimiento con el rs13041396 fue de
27.1% para el alelo ancestral y 16% para el alelo derivado. De acuerdo con la interpretacion
de Sabeti [110], la presencia de la variante rs1800961, encontrada en alta frecuencia en
poblacién indigena mexicana esta asociada a una EHH alta, identificandola entonces como

una posible sefial de seleccion positiva reciente.

Como comparacién y para evaluar como ha sido el comportamiento de la variante T130I
(rs1800961) de HNF4A en las poblaciones donde ha sido reportada, realizamos un analisis
EHH con los datos del proyecto 1000G para la poblacién europea y asiatica. La figura 28
muestra la grafica obtenida. Como puede observarse, la poblacién Europea tiene el mismo
patréon que la poblacidén indigena mexicana. Sin embargo, en la poblacion asiatica los
haplotipos formados con el alelo derivado tienen un decaimiento mayor que los formados

con el alelo ancestral, lo que sugiere que esta variante tiene mas tiempo en esta poblacion.
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Figura 28. Extension de la homocigocidad haplotipica para la variante T1301I (rs1800961) del gen HNF4A en
poblacién europea (A) y asiatica (B)

Asociacion de la variante T130I (rs1800961) del gen HNF4A con rasgos metabélicos.

La asociacion de la variante T130I (rs1800961) con factores de riesgo para desarrollar DT2,
se llevo a cabo sdlo en 7 grupos indigenas, con los que se contaba con muestra sanguinea y
datos antropométricos: cora, chatin, chontal, maya, mazahua, mixteco y teenek.

Primero se realizé la caracterizacion de las poblaciones y los resultados los podemos
observar en la tabla 10, en este caso también se llevo a cabo una comparacion con el grupo
de mestizos de la CAMX [53]. Como puede observarse en el caso de los grupos maya y
mixteco el valor de la mediana de la glucosa sanguinea es superior a los valores de
referencia (VR) aceptados por la ADA para ser considerados como individuos
normoglicémicos (glucosa < 99 mg/dl) [4]. A este respecto en la poblacion evaluada
encontramos desde un 4% en los Mazahuas hasta un 26% en los Mixtecos de personas con
DT2, el diagnodstico de diabetes de establecié de acuerdo a los criterios de la ADA, glucosa
en ayuno > 126 mg/dl o si ellos referian tomar medicamentos hipoglucemiantes [4].
Referente a los valores de colesterol y con excepcion del grupo chontal este parametro se
encontr6 en promedio dentro de lo establecido por el ATPIII (colesterol total deseable <
200 mg/dl) [111], sin embargo los triglicéridos tuvieron una gran variabilidad entre los
grupos y solo los cora y mazahua se puede decir que tienen un valor recomendable < 150

mg/dl. Las determinaciones de insulina se reportan en 4 de los 7 grupos estudiados por
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aspectos de control de calidad en esta determinacion (tiempo de almacenamiento de las
muestras). En este parametro es de hacer notar que el grupo teenek, presenta en promedio
VR dentro de los limites establecidos, sin embargo de manera individual, hay personas que
exceden en el 25% el limite de referencia superior.

Los valores de IMC indican un estado de sobrepeso y obesidad en todos los grupos
evaluados con excepcidn de los grupos teenek y mixteco, observamos que los grupos cora,
maya y mazahua presentan un ICC> 0.94 en los hombres, mientras que en el caso de las

mujeres solo el grupo chontal se encuentra dentro de los VR [112].
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Tabla 10. Caracteristicas bioquimicas y antropométricas de 7 grupos indigenas mexicanos.

Farametro Chatin Chontal Cora Maya Mazahua Mixteco Teenek Mestizo
N=114  N=I41 n=124 n=110 n=91 N=134 n=68 n=75
Edad (afos) 4717 37x13 4618 43215 40212 45114 43212 58110
IMC (kg/m?) . .
et Sl 255:4.5 28.0:5.0 26.0+5.0 29.7:5.0  27.6:4.0 22.5:4.0 23.0:4.0  26.0:4.0
ICC (homb
Crombie) 0.80:0.08 0.90+0.10  0.93:0.06  0.93+0.06 093006  0.90:0.10 0.90+0.04  0.92+0.06
VR 0.78-0.94
{n=25) (n=18&) (n=34) (n=37) {n=4) {n=13) (n=21) (m=20)
ICC (muj
{mjes) 0.90:0.10 0.80+0.10  0.87:0.05  0.85:0.07  0.86:0.05  0.90£0.10 0.87:0.06  0.87+0.06
VR 0.71-0.85
(n=89) (mn=125) (n=88) (n=73) (n=B7) (n=119) (n=47) (n=55)
Gl dl
henss (mp /Ay 96 (89- 94 (87-103) 4 94 (87-102) 4101 (94-117) =4 92 (87-102) =105 (94-133) <96 (90-105) 95x14
VR 55-99 mg/dl 109)
Colesterol (mg/dl) g0 27 502438 2174235  199:38 <2 165247 <% 177433 o5 168237  202+38
VR =200 mg/dl
Triglicérid
(Il;:g;g:;“ e W217(148- 176 (112-249) Y144 [101- 173 (129- hil124 [93- h 248 [165-316) %180 [110-254) 15752
E 333) 198) 224) 187)
VR=< 150 mg/dl
Insuli /L
nsiiing fpmel/ly 78266 72266 *30+48 *114:102  39:24

VR 17.8-173 pmol/L

Los datos para glucosa y triglicéridos no tuvieron una distribucién normal por lo cual estan representados como mediana y los rangos
inter-cuartilicos (25%-75%) y en el grupo mestizo como media y ds.

IMC= Indice de masa corporal; ICC= Indice cintura/cadera (VR tomados de Comité de Expertos de 1a OMS sobre la obesidad [112]

*p< 0.05 vs Mestizo

a p< 0.03 Chontal vs Mixteco v Maya h p= 0.05 Chontal vs Chatino, Mixteco, Mazahua; i p=003 Chatin vs Cora y Mazahua; j
b p<0.05 chatino vs Mixteco p<0.05 Mixteco vs Cora Mazahua, Maya; k p<0.05 Mazahua vs Teenek y Maya

¢ p<0.05 Mixteco vs Cora, Mazahua y Teenck

d p<0.05 Maya vs Cora y Mazahua

e p=0.05 Chontal vs Mixteco, Cora, Mazahua y Teenek

fp= 0.03 Chatino vs Mixteco, Cora, Mazahua, Teenek
g p< 0.05 Maya vs Mixteco, Cora, Mazahua y Teenek



La asociacion de la variante T1301 (rs1800961) con rasgos metabolicos se llevo a cabo por
un analisis univariado ajustado por sexo, edad e IMC bajo el modelo dominante por las
frecuencias encontradas de homocigotos para la variante. Con la finalidad de establecer una
asociacién con factores de riesgo para DT2 (ICC, glucosa, triglicéridos y colesterol) solo se
evaluaron individuos con concentraciones de glucosa < 126 mg/dl. Los resultados se

muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Asociacion de la variante T1301I (rs1800961), con factores de riesgo para DT2 en poblacién
indigena mexicana.

T130T T130I
Parametros

N=558 N=117
ICC (hombres) 0.92+0.06 0.92+0.06
ICC (mujeres) 0.86+0.06 0.85+0.06
Glucosa (mg/dl) 95+12 95+11
Triglicéridos (mg/dl) 195107 220+156*
Colesterol Total (mg/dl) 182+40 185+36

La relacion entre genotipo-factores de riesgo fue evaluada con un andlisis univariado ajustado por sexo, edad
e IMC bajo el modelo dominante. Los datos se muestran como media * SD. Un valor de *P < 0.05 fue
considerado significativo.

Como puede observarse entre los individuos que presentan la variante T130I (rs1800961)
hay una asociacién con concentraciones altas de triglicéridos (P<0.05).

Considerando que la frecuencia de la variante T130I (rs1800961) fue significativamente
diferente entre los cora, chontal y maya vs el resto de las poblaciones, se realizaron las
asociaciones con estos mismos factores de riesgo para cada uno de los grupos tomando en
cuenta los individuos con concentraciones de glucosa <126 mg/dl. Los resultados se
muestran en la tabla 12. Se observa que la asociacion entre los valores altos de triglicéridos
se conserva en las poblaciones cora, chontal y chatino, pero se pierde en el resto. En los

demas parametros no hay diferencias significativas.
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Tabla 12. Asociacién de la variante T130I (rs1800961) del gen HNF4A, con factores de riesgo para

DT2 por grupo indigena.

rs%[‘8103009161 Genotipo Glucosa (mg/dL) Colesterol (mg/dl/dL) Triglicéridos (mg/dL)
Cora CC (n=86) 92.3+9.5 172.2 £ 35.7 151.5 = 70.2
CT/TT (n=32) 95.6 +10.9 180.3 = 34.0 209.0 £ 159.4
P 0.126 0.298 0.016
CC (n=89) 91.8+14.3 204.3 +37.7 178.2 + 100.5
Chontal CT/TT (n=38) 94.3 £10.7 191.6 +32.8 222.7 + 140.8
P 0.214 0.105 0.027
CC (n=91) 94.2+11.0 192.0 £ 36.3 230.7 £ 126.7
Chatino CT/TT (n=4) 91.0+89 199.0 £ 16.9 513.0 + 398.9
P 0.612 0.530 0.000
CC (n=73) 100.7 £ 9.5 197.1 £35.9 183.3+87.0
Maya CT/TT (n=22) 97.4+9.8 194.3 + 38.4 191.1£107.7
P 0.146 0.289 0.607
CC (n=71) 922+11.8 165.7 £49.9 139.7 £ 75.2
Mazahua CT/TT (n=4) 83.0+16.8 157.3 £32.0 129.3 +28.3
P 0.153 0.395 0.991
CC (n=93) 99.8+11.3 175.6 £ 31.1 235.3+113.6
Mixteco CT/TT (n=8) 924 +16.7 161.0 £ 33.8 182.8 + 64.3
P 0.353 0.323 0.234
CC (n=56) 94.7 +10.9 168.6 = 38.7 250.6 +321.2
Teenek CT/TT (n=8) 98.6 + 6.5 169.2 = 32.0 187.4 £102.9
P 0.346 0.783 0.677

La relacion entre genotipo-factores de riesgo fue evaluada con un andlisis univariado ajustado por sexo, edad

e IMC bajo el modelo dominante. Los datos se muestran como media * SD. Un valor de *P < 0.05 fue

considerado significativo.
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VII. Discusion

En México la DT2 ha alcanzado una prevalencia muy alta (15.9%) de acuerdo a lo reportado
por la OCDE en 2015 [12], sin embargo, la ENSANUT 2016 de medio camino reporta 9.4%,
debido a esta inexactitud en los datos y en las estimaciones de la IDF (México 52 lugar en
2017; México 42 lugar en 2015) (4), se puede evidenciar que podemos estar subestimando
el total de la poblacién afectada, y que los gastos que seran erogados por el sector salud en
el futuro seran mayores a los calculados, ademas que la calidad de vida de los individuos
también sera afectada. Por lo tanto, todos los esfuerzos para dilucidar el origen de la DT2 en
poblacién mexicana que se realicen en el ambito clinico y en el campo de la investigacion,
seran de suma importancia tanto para la prevencion como para el tratamiento de la DT2.
Asi, la alta prevalencia de esta enfermedad ha llevado a diversos investigadores a evaluar la
genética de la DT2 en México, con la finalidad de identificar a los genes involucrados en la

aparicion de esta patologia en poblaciones indigenas y mestizas mexicanas [93, 103, 113].

Resultados de los diversos abordajes utilizados en la investigacion genética para asociar
variantes especificas con el desarrollo de DT2, sugieren que ciertos grupos étnicos en el
mundo poseen un fondo genético que los hacen mas susceptibles de padecer diabetes [114,

115].

Ancestria

En particular, se conoce que un componente amerindio aumenta el riesgo de desarrollar
enfermedades crénicas como DT2 [116], asi el estudio de los polimorfismos en los indigenas
mexicanos podria ser un enfoque practico para desvelar la herencia genética de la diabetes
en la poblacion mexicana. Ademas, la identificacion de los factores de riesgo para la salud en
estas comunidades es muy importante porque se consideran poblaciones vulnerables
debido a su condicién socioeconémica. En este contexto, todos los participantes de las
comunidades evaluadas se reconocieron como indigenas, cuyos padres y abuelos nacieron
en la misma comunidad, que hablan el idioma y conservan sus tradiciones, pero ademas la
ascendencia amerindia fue evaluada a través de AIMs. A este respecto nosotros
consideramos que la mayor parte de estratificacion poblacional en México es debida al

mestizaje que se llevo a cabo a partir de la conquista y que mayoritariamente fue con
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individuos europeos. Se ha reportado que se obtienen elevadas correlaciones con 10 AIMs
cuando se toman en cuenta solo dos poblaciones ancestrales para las estimaciones de
ancestria [117]. En este trabajo nosotros so6lo evaluamos la participacion europea y
nativoamericana. Sin embargo no se descarta que para tener resultados con mas
confiabildad deban de ser utilizados mas de 10 AIMs [118].

Aunque, actualmente, no existe poblacion con un linaje puro, sorprendentemente, nuestros
resultados (tabla 4) mostraron que el componente amerindio fue del 97.6% en estas
comunidades, la contribuciéon amerindia mas baja se observo en el grupo otomi (96.4%), y
la mas alta se observo en el grupo Zapoteco (98.5%). Todos estos hallazgos sugieren una
conservacion del componente amerindio en estas poblaciones debido a las circunstancias
de aislamiento geografico. La estimacion de la ancestria en este trabajo avala la
representatividad del componente amerindio en la poblacién indigena estudiada. Como un
comparativo, también evaluamos un grupo de mestizos de la Ciudad de México,
encontrando una estimacién de componente amerindio de 76.8%, lo que concuerda con
datos reportados por Lisker y cols. [90].

Variantes encontradas de HNF4A

Genes clave en la homeostasis de la glucosa han sido elegidos de primera intencién para ser
estudiados como factores de riesgo en el desarrollo de DT2. Tal es el caso de HNF4A, el cual
participa en gran medida en la regulacidon gluconeogénica hepatica y en el metabolismo de
los lipidos. En el pancreas, HNF4A también es un regulador maestro, que controla

aproximadamente el 11% de los genes de los islotes [61].

En una primera etapa, en este trabajo, evaluamos toda la region exémica del gen HNF4A en
poblacién mazahua y teenek, encontrando Unicamente un cambio no sindnimo, la variante
T130I (rs1800961) con una frecuencia 6.5 y 11.0% respectivamente, esta variante fue por
primera vez reportada por Yamagata y cols, en individuos no hispanos [67].

Adicionalmente encontramos dos variantes intronicas rs736824 y rs745975 (Tabla 5).

Las dos variantes intrdnicas (rs736824 y rs745975) fueron encontradas al inicio del ex6n 2.
En este contexto se conoce por estudios de asociacién en otras poblaciones, que la
susceptibilidad de padecer ciertas enfermedades complejas se encuentra en los
polimorfismos de las zonas intrénicas [119]. Recientemente Marcil y cols. (2015)

encontraron los rs736824 y rs745975 como un haplotipo junto con el rs3212183 en
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jovenes Franco-Canadienses con sindrome metabdlico. La presencia del rs33212183 no fue
detectada porque esa zona no estaba incluida en el fragmento amplificado [120] sin
embargo seria interesante buscar la presencia del rs33212183 y de explorar su frecuencia
junto con los rs736824 y rs745975 ademas de conocer si tienen algin impacto en el

metabolismo de la poblacién mexicana.
Frecuencia de la variante T130I (rs1800961) del gen HNF4A

La variante rs1800961 se traduce en un cambio del aminoacido treonina por una isoleucina
(T130I) en la posicién 130 de la proteina, localizada entre el dominio de unién a DNA y el
dominio de union a ligando, esta region esta implicada en la dimerizacién y union a DNA. El
residuo de treonina permite la interaccion de dos sitios de fosforilacion por PKC, mientras
que la sustitucién por isoleucina soélo facilita un sitio, afectando la activaciéon de HNF4A [69].
Pruebas funcionales de este polimorfismo, revelan que disminuye 46.2% la actividad de
transactivacion de la proteina en células Hep-G2, y en cultivos primarios de hepatocitos

27.9% [68].

Estudios de nuestro grupo de trabajo, encuentran que en poblacion mestiza mexicana, esta
variante tiene asociacion con la enfermedad en diabéticos de aparicion temprana (<40
afios) [53]. Por lo que debido a la importancia que tiene esta variante en su asociaciéon con
DT2 y a la frecuencia con la que se presentd en los grupos mazahua 6.6% y teenek 11.6%,
nosotros extendimos la busqueda de su frecuencia a otros grupos indigenas: cora, chatino,
chontal, maya, mixteco, otomi, purépecha, yaqui y zapoteco, encontrando en ellos, con

excepcion del grupo Yaqui, una frecuencia mayor del 5%.

Es importante mencionar que aunque se han reportado 72 mutaciones de este gen en
diversas poblaciones [64], en la poblacion indigena mexicana en este estudio sélo
encontramos la variante T130I (rs1800961). Su asociacion con la DT2 es controversial, ya
que algunos investigadores a pesar de haber evaluado un gran nimero de individuos en
otras poblaciones, encuentran que la frecuencia en personas sin la enfermedad y las
afectadas son muy similares, por lo cual no la asocian con la DT2 [67]. Sin embargo, en la
poblacién mexicana la diferencia en cuanto a la frecuencia encontrada en individuos
diabéticos de aparicién temprana es estadisticamente significativa [53]. Por otra parte,
también nuestro grupo reportd que en un estudio de asociacion, a pesar de haber

encontrado una frecuencia alélica del 10.3% en poblaciéon maya de Yucatan no encontramos
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asociacién de la variante T130I (rs1800961) con DT2, lo que nos indica el impacto

diferencial de esta variante en los diferentes grupos poblacionales [93].

Los resultados encontrados en este trabajo acerca de las frecuencias de la variante T130I
(rs1800961) (tabla 7) que estan en un amplio intervalo (0-29.3% frecuencias alélicas) en
poblacién indigena mexicana sugieren que este polimorfismo es heredado de los primeros
pobladores de México. Cabe mencionar que las frecuencias genotipicas observadas en la
poblacion indigena mexicana (16.6%) son mas altas y significativamente diferentes (P <
0.005) (tabla 8) que las encontradas en las poblaciones del proyecto HapMap fase III, y
donde ademas se observa que las poblaciones africanas no presentan esta variante, lo que
implica que muy probablemente fuera portada por los primeros pobladores de América
(esta variante se encuentra en la poblacion euro-asiatica 4%) y que se concentrara en las
siguientes generaciones través del tiempo. Ademas se observa una diferencia significativa
entre las frecuencias de los grupos cora, chontal y maya con las otras poblaciones evaluadas
(tabla 9). Moreno y cols., ya ha hecho mencién a las diferencias genéticas inter-étnicas de
los grupos mexicanos, y que estas diferencias pueden tener implicacién en aspectos

relacionados con la salud [121].

La pregunta que nos planteamos acerca de esta variante ;es porque este cambio se
conservo en las poblaciones amerindias?. Se conoce por ejemplo, que la selecciéon natural
provoca mutaciones y polimorfismos en los genes clave y sus productos, modificando vias
metabolicas para aprovechar eficientemente los nutrientes disponibles, como en el caso del
polimorfismo (C/T-13910) en el gen que codifica la lactasa (LCT), el cual se asocia con la
capacidad de digerir la leche en adultos europeos (persistencia de lactasa) [122]. Ademas,
se ha sugerido que los procesos de adaptacion han forzado la apariciéon de variantes
genéticas que permitieron la resistencia de grandes hambrunas durante viajes largos. Sin
embargo, bajo las condiciones actuales, fuera del contexto cazador-recolector transmitidos
por antepasados amerindios, las caracteristicas genéticas desempefian un papel diferente;
por lo tanto, esos beneficios inducidos por un rasgo adaptativo ahora se convierten en
patoldgico bajo condiciones modernas. En este sentido, el consumo de carbohidratos
necesario para soportar largas caminatas en busca de comida, ahora favorece la aparicion
de enfermedades tales como diabetes, obesidad e hipertension debido al estilo de vida

actual [123].
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En condiciones fisioldgicas, el gen HNF4A es clave en la expresion de genes especificos del
higado como: apolipoproteinas, factores séricos, isoformas del citocromo P-450 y las
proteinas implicadas en el metabolismo de la glucosa, acidos grasos y aminoacidos; sin
embargo, la caracterizacion de la diabetes tipo MODY1 reveldé su importancia para la
secrecion de insulina estimulada por glucosa de la 8 célula pancreatica. Por lo tanto, es
posible formular la hipétesis de que la variante rs1800961 (T130I) en HNF4A podria
promover la baja utilizacién glucosa a nivel celular en un entorno pobre de carbohidratos

en la época ndmada de los primeros pobladores de México.

Para probar parte de esta hipotesis, realizamos un analisis de HHE (figura 27), observando
un decaimiento mayor de la homocigocidad para el alelo ancestral, lo cual nos sugiere que
el alelo rs1800961 ha sido sujeto a una seleccidn positiva reciente [110]. Sin embargo esta
misma variante tiene un mayor decaimiento en la poblacion asiatica lo que sugiere que esta
variante es mas antigiia en esa poblacion (figura28). Cabe mencionar que esta es una
primera aproximacidn en la bisqueda del origen y de la antigliedad que tiene la variante en
estudio, y que analisis mas precisos y dirigidos deben llevarse a cabo para tener resultados

mas contundentes en este sentido.

Estudios de Jafar-Mohammadi y Hellwege en el 2011 [124, 125], coinciden en que la
variante T130I (rs1800961), se encuentra asociada con un modesto riesgo a la aparicion de
DT2, pero llama fuertemente la atencidn que su presencia es una constante en los estudios
genéticos realizados con HNF4A4, lo que nos sugiere que ésta es una variante comun de una
enfermedad comun. Los estudios de asociacion de todo el genoma han identificado mas de
80 variantes comunes para la DT2, de efecto moderado (el riesgo de DT2 aumenta en un 5-
40%). Casi todas estas variantes regulan la secrecion de insulina y solo unas pocas regulan
la sensibilidad a la insulina y que en contraste la variantes raras y de baja frecuencia con
grandes efectos, tienen una contribucion limitada al riesgo de DT2 en la poblacién general
[126], asi entonces podemos darle importancia al hallazgo de la frecuencia encontrada de la

variante T130I (rs 1800961) en los pueblos indigenas mexicanos.

Respecto a los estudios previos de la variante T130I (rs1800961) en poblacién mexicana,
en el 2008 nuestro grupo de trabajo [53] reportd la asociacidn de ésta con DT2 de aparicion
temprana en pacientes mestizos mexicanos. La alta frecuencia del alelo de riesgo (8.9%)

(tabla 7) entre las poblaciones indigenas mexicanas estudiadas sugiere la existencia de un
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fondo diabetogénico en las poblaciones fundadoras mexicanas y que la rs1800961 podria

ser parte de éL

Asociacion de la variante T130I (rs1800961) con factores de riesgo metabodlicos para

desarrollar DT2

Para conocer el impacto de la variante T130I (rs1800961) en la susceptibilidad a
desarrollar DT2 en México, su evaluacion debe realizarse teniendo en cuenta las
caracteristicas genéticas de nuestra poblacién, tomando en cuenta la aportacién de todos
aquellos genes que de alguna manera han sido asociados a factores de riesgo para el
desarrollo de DT2 en nuestro pais, de esta manera buscar que papel juega T130I
(rs1800961) como factor de riesgo en la DT2. En este contexto, se conoce que la variante
R230C del gen ABCA1 se asocio con una baja concentracidn de colesterol HDL, mostrando
evidencia de seleccidn positiva en nativos americanos [127]. Ademas, Villarreal-Molina y
cols. encontro6 una asociacion de la variante R230C de ABCA1 con la DT2 de inicio temprano
en la poblacién mexicana [103]. Por otro lado, se encontr6 asociacién de polimorfismos en
los genes HMOX y NQO1 con componentes del sindrome metaboélico en las poblaciones
indigenas de México [128]. Por su parte, Lara-Riegos y cols., reportaron la asociacion de las
variantes rs10811661(CDKN2A/2B) y rs9282541 (ABCA1) con DT2 en poblacién maya[93].
La presencia de variantes como T130I en HNF4A, R230C en ABCA1, variantes en los genes
HMOX y NQO1, asi como rs10811661, entre otros polimorfismos con efectos metabdlicos
menores, sugiere fuertemente una contribucion genética aditiva en la apariciéon de
enfermedades metabdlicas como la DT2, de ahi la importancia de la evaluacion genética en
poblaciones como las indigenas mexicanas, que no deben ser excluidas y formar parte de

los beneficios que puedan traer estos tipos de estudios en la salud de los mexicanos.

La evaluacion del estatus metabdlico de las poblaciones en estudio fue muy importante y
permitié encontrar parametros que correlacionaron con la presencia de la variante T130I
(rs1800961) (tablas 10, 11 y 12). La ENSANUT 2016 ha publicado datos de algunos
parametros como colesterol pero es necesario realizar una evaluaciéon bioquimica mas
profunda en estas encuestas, porque como observamos en la tabla 10, la mayoria de la
poblacién presenta glucosa alterada en ayuno (valores mayores a 99 mg/dl pero menores a
126 mg/dl), y la hiperlipidemia combinada al parecer es muy frecuente en estos grupos

indigenas, y en general en la poblacidon mexicana [96].
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En este estudio, cuando evaluamos el impacto de la variante T130I (rs1800961) con los
factores de riesgo para desarrollar DT2 en toda la poblacién indigena con la que
contabamos con datos antropométricos y bioquimicos (tabla 11), observamos su asociacion
con concentraciones altas de triglicéridos (P= 0.048), sin embargo cuando se analizan por
grupos individuales (tabla 12), esta asociacion la encontramos unicamente en los grupos
cora, chontal y chatino y al igual que en los resultados de Lara-Riegos, en los mayas no hay
asociacidén con las concentraciones de triglicéridos, lo cual nos habla de impacto diferencial
por etnias de esta variante y que algunos otros factores deben estar involucrados. Sin
embargo, de manera global podemos especular que la variante T130I (rs1800961) puede
ser un factor de riesgo para padecer diabetes, ya que al aumentar los acidos grasos libres en

sangre, aumenta la resistencia a la insulina y también la disfuncion de la célula 3 [129, 130].

HNF4A es un factor de transcripcion que influye en el metabolismo de los triglicéridos en
plasma a través de un mecanismo ain desconocido. Debido a la importancia de HNF4A en el
metabolismo, seria muy interesante evaluar a través de que mecanismo la variante T130I
(rs1800961) pueda modular el incremento de triglicéridos que observamos en la poblacion
indigena. En este sentido, se han identificado un gran nimero de genes diana para HNF4A,
incluidos los que codifican para apolipoproteinas, factores de coagulacion sanguinea y
enzimas implicadas en el metabolismo de lipidos, aminoacidos y glucosa [131, 132].
Recientemente se ha informado la participacion de HNF4A en la regulacion de la
diacilglicerol aciltransferasa una enzima que participa en la secrecién de lipoproteinas ricas
en triglicéridos [133]. Ademas, en un estudio GWA realizado en poblacién mexicana se
reporta la influencia del rs17259126 sobre la actividad de HNF4A en uno de sus genes
blanco, la proteina transmembrana 241(TMEM241) ligada a su vez con el incremento de los

triglicéridos en los mexicanos [134].

Por otra parte, también los IMC y ICC de la mayoria de los grupos estudiados nos indicarian
una tendencia al sobrepeso y a la acumulacién de grasa visceral factores independientes
que sin embargo siguen siendo un riesgo para el desarrollo de DT2. Con relacién a esto, el
grupo Mixteco es el que presenta el mayor nimero de individuos diabéticos, sin embargo,
en promedio no son personas con sobrepeso u obesidad, lo que sugiere que existen otros
factores que pueden estar participando en la aparicion de DT2. A este respecto se conoce

que existen mecanismos que pueden mediar la interaccion entre los factores ambientales y
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el genoma, como la epigenética, y que pueden ser de particular importancia en la
patogénesis de la T2D. Por ejemplo, uno de estos mecanismos son los cambios de metilacion
que tienen lugar en genes candidatos identificados en GWAS [135] . También, existen
evidencias que la microbiota intestinal esta involucrada en el desarrollo de la DT2,
alterando los procesos metabdlicos, incluidos el metabolismo de la glucosa y los acidos
grasos [136]. De esta manera, como puede verse, el campo de estudio de la DT2 es muy

amplio y puede ser abordado desde diversos puntos de vista.

Respecto a los valores de ICC observamos que las mujeres son las mas afectadas en este
sentido, ya que todos los grupos evaluados se encuentran fuera de los VR, el ICC es una
medida indirecta de la distribucion de la grasa en las regiones inferiores y superiores del
cuerpo, y se relaciona de forma moderada con los factores de riesgo para desarrollar
enfermedades cardiovasculares o metabdlicas como la DT2, [137]. La obesidad visceral esta
asociada con deterioro de la sensibilidad a la insulina aumentado ademas el riesgo de

desarrollar dislipidemia [137].

Los resultados anteriores nos muestran que la poblacion mexicana posee muchos factores
de riesgo para desarrollar DT2 y que aunado al componente genético que poseemos, se

entiende de alguna manera la prevalencia de esta enfermedad en nuestro pais.
Variantes de GCK

Glucocinasa es una enzima reguladora, clave para el metabolismo de la glucosa en la célula
P pancreatica, ya que cataliza la primera reaccién de la via glucolitica y tiene un papel
crucial en la regulacion de la secrecion de insulina [138], mas de 195 mutaciones han sido
reportadas [86], por lo cual, debido a las caracteristicas descritas de este gen es que fue

elegido para ser evaluado en poblacién mexicana.

A semejanza del gen HNF4A, en la primera etapa, realizamos la secuencion exémica del gen
GCK, identificando una mutacién de sentido equivocado la Q26H (rs193922329) en la
poblacién Mazahua y 2 cambios sinonimos: D3D (rs144723656) y Y215Y (rs142553382),
esta ultima en poblacion Teenek (tabla 6). EI cambio en la posicion 215 fue descrito por
Letho y cols, en 1999 [139]. La variante Q26H (rs193922329) ha sido reportada
previamente [86], con sustitucion Q26X originando un codén de paro, por lo que esta
mutacién es considerada patogénica, sin embargo en nuestro caso el cambio de base fue en
la tercera posicion del codon CAG/CAT cambiando una glutamina por una histidina (ambos
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aminodacidos polares). Respecto a la persona portadora de la variante Q26H, encontramos
que no presenta algin parametro fuera de los VR. Se realizd la prediccion de la
funcionalidad de la enzima con el programa PolyPhen V2.2 SIFT y FATHMM y los resultados

muestran que es un cambio que no altera la funcion de la proteina.

Estudios realizados en paises europeos sugieren que la prevalencia de mutaciones en este
gen, difieren considerablemente entre varios grupos étnicos [86]. En este contexto en Italia,
del total de la poblacion afectada con diabetes MODY el 61% corresponde a mutaciones en
el gen de GCK, en Francia el 60%, en Espafa 41% y en el Reino Unido 20%. En México
estudios llevados a cabo en poblacion mestiza diabética, no indican el hallazgo de alguna
mutacién de este gen que se asocie a la aparicion de diabetes en nuestro pais [89]. Lo que
indica la variabilidad genética que existe en las poblaciones y la importancia de los estudios

poblacionales que cada pais debe realizar para conocer su fondo genético.

En el caso del cambio Q26H seria interesante recrear la mutacion y evaluar si este cambio le
confiere a la proteina un cambio en su actividad enzimatica ya que, aunque los dos
aminodacidos (Q y H) son de naturaleza polar, Q no tiene carga y H posee carga positiva,
ademas, el cambio de estructura quimica si podria modificar su actividad. Debido a que este
cambio sélo lo encontramos en un sujeto del grupo mazahua sin alteraciones bioquimicas

no fue buscado en los otros grupos.

La busqueda de variantes de GCK en nuestra poblacién, nos deja claro que no
necesariamente los cambios genéticos de un grupo poblacional seran los mismos que
originen la enfermedad en otro, asi es importante que cada pais realice sus propias

evaluaciones.

La identificacidn de variantes y la evaluacion de su asociacion con factores de riesgo para la
aparicion de enfermedades complejas como la DT2 en las poblaciones indigenas es muy
importante, porque nos permitiria la obtenciéon de un mapa genético propio de la poblacién
indigena y también de la mestiza mexicana, para que se implementen terapias y desarrollen
farmacos propios de nuestra poblacion, ademas permitan predecir el curso de la
enfermedad para tomar las mejores decisiones en las medidas preventivas y evitar las

complicaciones propias de la diabetes, mejorando asi la calidad de vida de los pacientes.
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VIII. Conclusiones

La evaluacion exdmica del gene HNF4A evidencié la presencia de dos variantes
intronicas en la poblacion indigena mexicana evaluada: rs736824, rs745975, y la
variante rs1800961, que genera un cambio no sinénimo en la posiciéon 130 de la
proteina (T130I) y esta tiene un impacto estadistico sobre la concentracion de

triglicéridos.

La frecuencia de la variante T130I (rs1800961) del gen HNF4A en la poblacién

indigena mexicana es la mas alta reportada hasta la actualidad.

La asociacion entre la variante T130I (rs1800961) y las concentraciones elevadas
de triglicéridos sugiere que sea un factor de riesgo en la susceptibilidad para el

desarrollo de DT2 en las poblaciones mexicanas evaluadas.

A través del analisis de EHH se evidencié que la variante T130I (rs1800961) del
gen HNF4A en la poblacidon indigena mexicana, podria ser el resultado de una

seleccidn positiva reciente.

La evaluacion exémica del gene GCK, mostré la presencia de dos cambios
sinénimos: D3D (rs144723656) y Y215Y (rs142553382) y uno no sinébnimo Q26H
(rs193922329), en poblacién mazahua y teenek. La prediccién informatica sobre la

variante Q26H no indica cambios en la funcién de la proteina.
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IX. Perspectivas

Este estudio evidencio la necesidad de realizar la busqueda y evaluacién de los
polimorfismos propios de cada poblacién, ya que cada uno de ellos puede
comportarse de manera diferente dependiendo del entorno en la que la comunidad

se localice.

Se sugiere la busqueda de las frecuencias de las variantes rs736824, rs745975 en la

poblacién mexicana y su relacién con factores de riesgo para desarrollar DT2.

Disefiar experimentos que expliquen el posible mecanismo por el cual la variante
T130I (rs1800961) de HNF4A influya en el metabolismo de lipidos incrementando

especificamente los triglicéridos.
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Anexos

Anexo 1. Aprobacion del comité de ética del Hospital Juarez de México

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
COMISIONES DE INVESTIGACION, ETICA Y BIOSEGURIDAD

Agosto 22, 2007.

DRA. GUADALUPE ORTIZ LOPEZ
COORDINADORA DEL LAB. DE
ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR
PRESENTE

Muy apreciable Dra. Ortiz:

Muchas gracias por el envié de su protocolo titulado: "ESTUDIO DE LAS
VARIANTES POLIMORFICAS DE LOS GENES HNF4A Y SLC30A8 COMO
POSIBLES FACTORES DE RIESGO PARA DESARROLLAR DIABETES TIPO 2
EN POBLACION MESTIZA E INDIGENA MEXICANA”

El cual ha sido evaluado por el Comité de Investigacion de este Hospital y tengo el
gusto de comunicarle que este ha sido aceptado, por lo que podra Usted contar
con todas las facilidades para su desarrollo. Su protocolo ha quedado registrado
en la coordinacion de protocolos de investigacion del Hospital Juarez bajo el folio:

HJM1402/07.08.22

Sin otro en particular, solo quiero aprovechar la ocasion para desearle el mayor de
los éxitos en esta empresa.

ATENTAMENTE

==

Dr. Alejandro Trevifio Becerra
Presidente de la Comision de Investigacion

Ccp. Comision de Investigacion.

Av. Instituto Politécnico Nacional No. 5160 Col. Magdalena de las Salinas C.P. 07780 55.57.47.75.60

81



Anexo 2. Carta consentimiento

‘g‘
SECRETARIA
DE SALUD

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
DIRECCION DE INVESTIGACION
DIVISION DE INVESTIGACION
LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR

CARTA CONSENTIMIENTO

“Estudio de las variantes polimorficas de los genes HNF4A y GCK como posibles factores de
riesgo para desarrollar diabetes tipo 2 en poblacién mestiza e indigena mexicana”

Lugary fecha

A quien corresponda:

El (1a) que suscribe
De afos, acepto participar en forma libre y voluntaria, donando una muestra de sangren
que sera utilizada en el proyecto “Estudio de las variantes polimérficas de los genes HNF4A y
GCK como posibles factores de riesgo para desarrollar diabetes tipo 2 en poblacion mestiza e
indigena mexicana”, que se lleva a cabo como parte de un convenio entre el Hospital Juarez de
México y la Facultad de Quimica de la UNAM, y cuyo objetivo es identificar los genes
responsables de la diabetes mellitus en poblacién mexicana.

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

Firma del participante
Testigo 1
Testigo 2

Direccién

Firma del Investigador
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Anexo 3. Cuestionario
Cuestionario

£".
Sy o
g T

“Estudio de las variantes polimorficas de los genes HNF4A y GCK como posibles factores de

riesgo para desarrollar diabetes tipo 2 en poblacién mestiza e indigena mexicana

Datos personales:

Nombre: Edad:
Ocupacion: Estado Civil:

Sexo: Direccion

Escolaridad: Origen étnico

Datos antropométricos:

Peso: kg Tallla m IMC

Cintura cm Cadera cm ICC
Tension arterial

Destrostix

Enfermedades:
Diabetes Hipertension Hiperlipidemia
Otra

Antecedentes heredofamiliares:
¢ Tiene o tuvo algun familiar directo con diabetes mellitus?

Observaciones

Ingiere alcohol: poco moderadamente frecuentemente

Toma refresco: poco moderadamente frecuentemente

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

Verduras de hoja verde/zanahorias/chayotes/Papas:__ _poco___moderadamente____ frecuentemente
Realiza algun ejercicio: ¢ Cual?
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Anexo 4. Prediccion PolyPhen variante Q26H de GCK

nal effects of human nsS

PolyPhen-2 report for P35557 Q26H

Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
Canonicat RecName: Full=Glucckinase; EC=2.7.1.2 AiName: Ful=Hexokinasz type IV; Shot=HK [V, AltNzme:

= % “ Full=Hexokinase4: Short=HK4: AltName: Full=Hexckirase-D; Leagth: 465

Results

4 PredictionCorfidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv

Tais mutation spredicied iobe  BENIGN  wih a score of 0.008 [sensitiviy: 1.00; specicty: 0.00)

T T 1

0,80 * 2% 0.4 o650 0.8 .08
[+ HumVar
Details
4 Multiple sequence alignment UniProtKBUniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)

Prediccion in silico Q26H GCK. PolyPhen V 2.2
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Abstract The genetic risk of developing type 2 diabetes
(T2D) increases in parallel with the proportion of Native
American ancestry. Mestizo Mexicans have a 70% Native
Amerindian genetic background. The T130I polymorphism
in the HNF4A gene has been associated with early-onset
T2D in mestizo Mexicans. Thus, the aim of the present
study was to evaluate the frequency and relationship of
the T130I variant in the HNF4A gene with risk factors for
developing T2D in eleven indigenous groups from Mexico.
In two groups, all exons of the HNF4A gene were directly
sequenced; in the remaining the T130I polymorphism was
analyzed by restriction fragment length polymorphism.
Ancestry informative markers were assessed to confirm the
Amerindian component. An additional analysis of EHH
was carried out. Interestingly, HNF4A gene screening
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revealed only the presence of the T130I polymorphism.
The range frequency of the risk allele (7) in the indige-
nous groups was from 2.7 to 16%. Genotypic frequencies
(T1301/11301I) were higher and significantly different from
those of all of the populations included in the HapMap
Project (P < 0.005). EHH scores suggest a positive selec-
tion for T130I polymorphism. Metabolic traits indicate
a relationship between the T130I/I130I genotypes with
high triglyceride concentrations in the indigenous groups
(P < 0.005). These results strongly suggest that the high
frequency of the T130I polymorphism and its biological
relationship with dysfunction in lipid metabolism in Mexi-
can indigenous groups is a risk factor for the developing of
T2D in Mexicans.

Keywords Mexican indigenous - T130I polymorphism -
Diabetes background - HNF4A gene
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Introduction

Many genes have been evaluated as candidates for T2D
susceptibility. However, only variants in the TCF7L2,
PPARG, KCNJ11 and HNFA4 genes have been extensively
replicated in populations around the world, showing their
indisputable association with T2D risk (Zeggini 2007).
In the particular case of the HNF4A gene, it has been
implicated in maturity-onset diabetes of the young type 1
(MODY 1) (Mitchell and Frayling 2002; Zhu et al. 2003).
HNF4A is a member of the nuclear receptor super-family
that plays a critical role in embryogenesis and metabolism,
by regulating gene expression in pancreatic beta cells, liver
and other tissues. The HNF4A gene is localized to chromo-
some 20q13, a region that has demonstrated evidence for
linkage with T2D (Sladek et al. 1990; Ghosh et al. 1999).
Several genetic studies, mainly in Caucasian and Asian
populations, have provided evidence for the association of
the variants in HNF4A with T2D (Ghosh et al. 1999; Silan-
der et al. 2004; Winckler et al. 2005).

Interestingly, the T130I polymorphism in the HNF4A gene
was associated with early-onset T2D in the mestizo Mexican
population, with 16% as the highest frequency reported so
far in diabetic subjects (Menjivar et al. 2008). Mestizo Mexi-
cans are the largest Spanish-speaking population in Mexico;
the population resulted mainly from the admixture between
Amerindians and Spaniards. The prevalence of T2D is higher
in populations of Native American ancestry and Hispanic
Americans than in populations of European ancestry (Weiss
et al. 1989; Parra et al. 2004). Genetic admixture studies have
estimated that Mexicans show a higher proportion of Amer-
indian genetic components, ranging from 56% in Mexico
City to 76% in Tlaxcala (Lisker et al. 1986). Recently, Juarez-
Cedillo et al. reported a 69% of Amerindian, 26% of Euro-
pean and 5% of African contribution to the mestizo Mexican
population (Juarez-Cedillo et al. 2008).

In Mexico, there are 25.7 million speakers of native
languages, corresponding to 21.5% of the total popula-
tion (Comisién Nacional para el desarrollo de los pueblos
indigenas (CDI (2006)) and representing the most numer-
ous group in Latin America.

In less than four decades, T2D has become the most
important health problem in Mexico (Villalpando et al.
2010); its prevalence is the highest reported worldwide
(14.4%), and approximately 2 of 10 diabetic patients
develop the disease before the age of 40 years (Aguilar-Sali-
nas et al. 2001; Barquera et al. 2013). Genetic predisposi-
tion is an important risk factor in Mexico; however, little is
known about the diabetogenic background in this country.

Because Native American ancestry contributes sig-
nificantly to the genetic composition of mestizo Mexi-
cans, we hypothesized that it could be implicated in

@_ Springer

their genetic susceptibility to develop T2D. Thus, the
present work focuses on the molecular analyses of the
HNF4A gene in eleven Mexican indigenous groups and
a sample of a mestizo Mexican population to determine
its relevance in the occurrence of T2D in the Mexican
population.

Materials and methods

The study design was cross-sectional. Convenience sam-
pling was used because the indigenous groups were located
at regions of difficult access and in villages with few
inhabitants.

Subjects

All of the participants were of more than three generations
of indigenous origin, spoke their native language and pre-
served traditional folk heritage.

In total, 879 indigenes and 75 mestizos were studied. In
the first part of the study, two Mexican indigenous groups
and the sample of the mestizo Mexicans population were
included: Mazahua (N = 91), Teenek (N = 69) and mestizo
(N = 175), in which eleven exons of the HNF4A gene were
screened by direct sequencing.

In the next phase of study, Cora (N = 124), Chatino
(N = 112), Chontal (N = 141), Maya (N = 109), Mixteco
(N = 133), Purépecha (N = 25), Otomi (N = 25), Zapoteco
(N = 25) and Yaqui (N = 25) groups were included to eval-
uate the frequency of the T130I polymorphism by restric-
tion fragment length polymorphism (RFLP).

Cora is an ethnic group that inhabits a geographic
area of northwestern Mexico called the Gran Nayar that
includes the two small villages studied: Presidio de los
Reyes and San Juan Corapan (Nayarit State). A sample of
unrelated individuals of the Mixteco ethnic group, living in
Santa Elena Xamiltepec, and the Chatino group from San-
tos Reyes Nopala village in the State of Oaxaca were also
included. From Tabasco Chontal, individuals located at the
Nacajuca region were studied. The Maya group included
individuals from Hecelchakin, Pocboc, Pomuch and Ten-
abo villages (State of Campeche). The Mazahua group
from the State of Mexico (next to Mexico City) lives in an
isolated small village called Jaltepec. The Teenek popula-
tion is located at the Huasteca region in San Luis Potosi
State, and the studied group included subjects from two
small villages (Tanzuman and San Isidro).

The mestizo group consisted of unrelated people from
Mexico City who showed normal fasting blood glucose
levels and were aged 60-65 years (to guarantee that they
were not affected with early-onset T2D).
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Informed consent was obtained from each volunteer
during recruitment, carefully explaining the aims of the
study. The protocol and informed consent procedure were
approved by the Human Research Ethics Committee of the
Hospital Juarez de México in accordance with the ethical
standards as laid down in the 1964 Declaration of Helsinki.

Blood samples were taken after 12 h of fasting for bio-
chemical, hormonal measurements and DNA isolation,
for the Cora, Chatino, Chontal, Maya, Mazahua, Mix-
teco, Teenek and mestizo groups; however, for the Otomi,
Purépecha, Yaqui and Zapoteco groups, only DNA was
obtained. Anthropometric data were registered to calculate
the body mass index (BMI) and waist-to-hip ratio (WHR).

Biochemical and hormonal determination

Blood glucose, triglycerides, total cholesterol, LDL-C
and HDL-C were measured using commercially available
standardized methods. The serum insulin concentration was
measured by electrochemiluminescence (Elecsys E2010;
Roche Diagnostics, Mannheim Germany).

Identification of HNF4A gene variants

In the primary screening direct sequencing was performed
in two groups (Mazahua and Teenek). Genomic DNA was
extracted from leucocytes by standard methods (Miller
et al. 1988). The eleven exons (included exon la and 1b)
and flanking intron regions of the HNF4A gene were ampli-
fied by PCR using specific primers (Moller et al. 1997) and
were sequenced using the BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit and ABI PRISM DNA sequencer model
3130xI (Applied Biosystems, USA).

Detection of the T130I polymorphism in the HNF4A
gene

Considering that after screening 235 individuals, only the
T130I polymorphism was detected, this SNP was evaluated
in the remaining nine groups by RFLP to determine the
frequency of this variant. The PCR products were digested
using the Sful restriction enzyme (Roche, Penzberg, Ger-
many) at 37 °C overnight and were applied in a 3% agarose
gel. To confirm the presence of the T130I polymorphism
of HNF4A as homozygous or heterozygous forms, direct
sequencing was performed in each carrier, as well as in 5%
of non T130I carriers.

Ancestry informative markers (AIMs)
In addition, ten AIMs were evaluated (rs4884, rs2695,

rs17203, rs2862, rs3340, rs722098, rs203096, rs223830,
rs1800498, and rs2814778), distinguishing mainly

Amerindian and European ancestries. SNPs were geno-
typed by KBiosciences, Hoddesdon, Herts., and UK
using the KASPar system (Villarreal-Molina et al. 2007).
This is a fluorescence-based allele-specific PCR proce-
dure with improved robustness and discriminating power
over conventional ARMS (http://www.kbioscience.co.uk/
chemistry/chemistry-intro.htm). Genotyping accuracy was
assessed by the inclusion of sample duplicates and nega-
tive controls. The genotyping call rates of each ancestry
informative marker exceeded 95%, and no discordant gen-
otypes were observed in 90 duplicate samples.

Extended haplotype homozygosity analysis (EHH)

Haplotype-based tests for positive selection were calcu-
lated using the R package, rehh version 2.0 (Gautier et al.
2017). Genetic variants without information on their
ancestral allele were excluded from analyses. The haplo-
type included the following SNPs: rs7269793, rs6093978
and rs13041396 (upstream); rs13041396, rs11574739,
rs3212194 and rs3212195 (downstream). The EHH plot
was drawn using the R package, rehh. In this analysis
only were considered the Mazahua, Teenek and mestizos
groups from which the data sequencing was available.

Statistical analyses

Statistical Package for the Social Science (SPSS, Chi-
cago, IL, USA) for Windows was used. All of the geno-
type distributions were tested for Hardy—Weinberg equi-
librium using a program provided online (http://ihg2.
helmholt2-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwt.pl). Comparison
of the allelic frequencies between the indigenous groups
and HapMap Project subjects were performed using
x> test. The statistical analysis to find the relationship
between the T130I polymorphism and metabolic pheno-
types was performed only with non-diabetic subjects to
avoid confounding effects with comorbidities developed
secondary to T2D. For quantitative traits, covariance
analysis was performed with age, sex and BMI as covari-
ates, and the genotype was included as a fixed factor in
the model (univariate general linear model). The insulin
and triglyceride data were transformed to natural loga-
rithm to normalize their distribution. P values <0.05 were
considered to indicate statistical significance.

Results

The eleven exons of the HNF4A gene were screened by
direct sequencing in two indigenous groups (Mazahua and
Teenek) and in the mestizo Mexican group from Mexico
City. Molecular analysis of the HNF4A gene revealed the
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T130I polymorphism (rs1800961, exon 4) and two intronic
variants, rs736824 y rs745975 (exon 2) were found, and
this was made possible by the primers design. The fre-
quency found for rs736824 was 45.8%, while for rs745975
it was 4.2%.

The ancestral component estimation of the indigenous
and mestizo populations is shown in Table 1. Population
structure analyses showed a mean admixture proportion
of 97.6% Amerindian ancestry (AMA) and 2.4% Euro-
pean (EUR) ancestry in indigenous individuals and 76.8%
AMA and 23.2% EUR in the mestizo population from
Mexico City. The Teenek and Zapoteco groups reached
the highest proportion of Amerindian ancestry (98.0 and
98.1%, respectively) among the indigenous populations. In
Mexico, there are 68 indigenous groups located in differ-
ent geographical regions that are grouped into eleven lin-
guistic families. In this study, four linguistic families were
explored as shown in Table 1, distributed across the country
(Fig. 1).

The allele and genotype frequencies of the T1301I poly-
morphism in the indigenous and mestizo groups are sum-
marized in Table 2. The distribution of genotypes for all of
the analyzed groups meets Hardy—Weinberg equilibrium
except for the distribution observed in the Yaqui group,
which does not show the T130I polymorphism. The Maya,
Cora and Chontal groups show the highest risk allele fre-
quency (14.7, 15.3 and 16.0%, respectively). The homozy-
gous individuals for the T allele (thymine, which results
in the 1301 amino acid) were found in the Cora, Chontal,
Maya and Mixteco groups.

Comparisons of the allelic distribution between the
eleven Mexican ethnic groups and those reported previ-
ously in the HapMap Project are shown in Table 3. A

significant increased frequency of the T allele is observed
in all of the studied groups compared with the Caucasian,
Asian and African populations (P < 0.005). An additional
analysis of EHH was carried out. The Fig. 2 shows the hap-
lotype patterns, the EHH decay with distance of ancestral
allele is slower than derived allele as it could bee seen in
the EHH statistics for both the ancestral and derived allele
of the rs1800961 focal SNP.

The effect of the T130I polymorphism in the biochemi-
cal parameters in indigenous subjects is shown in Table 4.
The T130I/11301 carriers without T2D presented signifi-
cantly higher triglyceride concentrations than non-carriers
(P =0.049).

The anthropometric and biochemical variables of
the indigenous groups were compared with those of the
mestizo group. The mean BMI placed both groups into
the overweight category (26 + 5 kg/m? in indigenous;
26 + 4 l(glm2 in mestizo Mexicans). Additionally, the
population showed a high prevalence of central obe-
sity, with values of WHR in indigenous women and men
(0.86 & 0.06; 0.92 + 0.06, respectively) and in mestizo
women and men (0.88 &+ 0.07, 0.89 &+ 0.1, respectively)
above the cut-off point according to the World Health
Organization (Organization 2000).

It was also observed that 56.7% of the indigenous sub-
jects showed concentrations of triglycerides above the
estimated cut-off point (<150 mg/dl). Significantly higher
concentrations of triglycerides were observed in indigenes
than in mestizo subjects from Mexico City [167 (111-248)
vs 155 (127-211) mg/dl, respectively, P < 0.05], adjusted
by sex and BMLI. The insulin concentrations were lower in
mestizo Mexicans than in indigenous individuals (6 £ 4 vs
14 + 13 mUl/ml, respectively) (P < 0.005).

Table 1 Ancestry of eleven

i A R Population (N=954) ?;;;:tslry Amerindian :;:;:esu'y European :,;guistic family

a sample of a mestizo Mexican

population Cora 13 97.78 2.21 Yuto-nahua
Chatino 11.7 97.41 2.58 Oto-mangue
Chontal 14.8 97.73 2.26 Maya
Maya 11.4 97.50 2.50 Maya
Mazahua 9.5 97.60 2.33 Oto-mangue
Mixteco 14 97.70 2.29 Oto-mangue
Otomi 2.6 96.64 3.35 Oto-mangue
Purépecha 26 97.59 240 Tarasco
Teenek 7.2 98.02 1.97 Maya
Yaqui 2.6 97.60 2.10 Yuto-nahua
Zapoteco 26 98.05 1.94 Oto-mangue
Mestizo* 7.9 76.84 232

* Mestizo individuals from Mexico City

Q Springer

88



Mol Genet Genomics

Localization of studied indigenous groups

. Communities

1 D Mazahua group from the State of Mexico (next to
= Mexico City) lives in an isolated small vilage called
Jaltepec (19°43'47°N 98°38'5"W).

2 D Teenek population is located at the Huasteca

region in San Luis Potosi State, the studied group
. included subjects from two small villages
(Tanzuman and San Isidro) (22°19°23"N
100°16'6"W).

3 [ Cora: Presico de los Reyes (22°217°N
104°55'38") and San Juan Corapan
(22°2'42°N 104°56'23'W) (Nayarit State).

4 . Chatino group from Santos Reyes Nopala
(16°6'23.01"N 97°8'39.64"W) village in the State
of Qaxaca were also included.

5 Chontal individuals located at the Nacajuca
(18°9°5"N 93°1'6"W) region were studied.

Zacatecas

@\)‘..‘ th(nllv

Quintana
Roo

6 . Maya group included individuals from, )
Hecelchakan (20° 10' 39" N, 90° 8' 11" W), and /
Tenabo (19°50'0"N 90°0'0"W) villages (State of ¥

Campeche).

7 . Mixteco ethnic group, living in Santa Elena
Xamiltepec (16°19'08.3"N 97°47'53.4"W).

8 . Otomi group were from bamiquilpan Hidalgo State
(20°29'3"°N 99°13'8"W).

9 . Purépecha from Uruapan, Michoacén State (19°
25'16'N 102°3'47"W),

10 . Yaqui group from Sonora State (27°21'15"N
110°02'10°W).

1 . Zapoteco group from Oaxaca (19°32'31°N
99°04'08"W).

Fig. 1 Localization of Mexican indigenous groups studied

Table 2 Genotype and allelic frequencies of T130I polymorphism of HNF4A gene in eleven Mexican indigenous groups and a sample of a mes-
tizo Mexican population

Ethnicity T T m Total T 1 Total P

1301 allele frequency (95% CI)
Mazahua 85 (93.4%) 6 (6.6%) 91 176 (96.7%) 6 (3.3%) 182 1.00002 (0.345-4.5)
Teenck 61 (88.4%) 8 (11.6%) 69 130 (94.2%)  8(5.8%) 138 0.19287 (0.651-7.516)
Cora 80 (71.7%)  32(25.8%) 3(24%) 124 210 (84.6%) 38 (15.3%) 248  0.00007* (0.053-0.433)
Chatino 106 (94.6%) 6(5.4%) 112 218(97.3%) 6(2.7%) 224 1.00001 (0.279-3.6)
Chontal 98 (70.0%)  41(29.3%) 2(1.4%) 141 237(84.0%) 45(16.0%) 282  0.00003* (2.44-19.6)
Maya 81(743%) 24 (22.0%) 4(3.7%) 109 186 (85.3%) 32(14.7%) 218  0.00014* (2.17-18.15)
Mixteco 120 (90.2%) 10(7.5) 3(23%) 133 250(93.9%) 16(6.0%) 266 0.125 (0.766-7.12)
Otomi 23 (92%) 2 (8%) 25 48 (96%) 2 (4%) 50 0.74466 (0.270-8.565)
Purepecha 23 (92%) 2 (8%) 25 48 (96%) 2 (4%) 50 0.74466 (0.270-8.565)
Yaqui 25 (100%) 0 (0%) 25 50 (100%) 0 (0%) 50 0.8883 (0.017-6.092)
Zapoteca 22 (88%) 3 (12%) 25 47 (94%) 3 (6%) 50 0.43324 (0.507-10.787)
Allindigenous 733 (83.4%) 134 (152%) 12(1.4%) 879 1600 91%) 158 (8.9%) 1758  0.00768* (1.317-9.86)
Mestizo 71 (94.6%) 4(5.3%) 75 146 (97.3%)  4(2.7%) 150

Observed and expected phenotypes are in Hardy—Weinberg equilibrium, except Yaqui group. The frequency of the 1301 allele, were compared
between the Mexican-mestizo subjects and Amerindian groups. Comparison of allelic frequencies between Mexican-Mestizo and indigenou
subjects was performed with a x? test

* P <0.05. A value of P <0.05 was considered significant
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Table 3 Comparison of T130I

Populati G Allelic fi

polymorphism in HNF4A gene. e s SN A

Genotype and allele frequencies n o n CT/TT n C n A

of Amerindian groups

(MEXAME): Cora, Chontal, ASW (A) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a

(Tfhﬂﬁn-kM&yiﬂ- Mal;huu& . CEU (C) 113 0929 8 0.071* 226 0.965 8 0.035*

ecenck, Mixteco, Purepecha, & i

Oous, Zispoteco, Y, selative CHB (H) 137 0.964 5 0.036 274 0.982 5 0.018

to HapMap Project populations ~ CHD (D) 109 0954 5 0.046* 218 0977 5 0.023*
GIH (G) 101 0.950 5 0.050* 202 0.975 5 0.025*
JPT (J) 113 0.991 1 0.009* 226 0.996 1 0.004*
LWK (L) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
MEX (M) 58 0.983 1 0.017* 116 0.991 1 0.009*
MKK (K) n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
TSI(T) 102 0.971 3 0.029* 204 0.985 3 0.015*
YRI(Y) 63 1.000 0 n/a 126 1.000 0 0*
MEXAME (E) 733 0.834 146 0.166 1600 0.91 158 0.089

The values shown in bold are the genotypic and allelic frequencies of indigenous groups (MEXAME)

Population descriptors: ASW (A): African ancestry in Southwest USA, CEU (C): Utah residents with
Northern and Western European ancestry from the CEPH collection, CHB (H): Han Chinese in Beijing,
China, CHD (D): Chinese in Metropolitan Denver, Colorado, GIH (G): Gujarati Indians in Houston, Texas,
JPT (J): Japanese in Tokyo, Japan, LWK (L): Luhya in Webuye, Kenya, MEX (M): Mexican ancestry in
Los Angeles, California, MKK (K): Maasai in Kinyawa, Kenya, TSI (T): Tuscan in Italy, YRI (Y): Yoruban
in Ibadan, Nigeria, MEXAME (E): Cora, Chontal, Chatin, Maya, Mazahua, Teeenck, Mixteco, Purepecha,

Otomi, Zapoteco, Yaqui

* Genotype and allele frequencies were compared to MEXAME P < 0.005. A value of P < 0.05 was con-
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Discussion

Presently, estimating how the genetic background affects
population susceptibility to develop T2D is an enormous
challenge. To gain a better understanding of the genetic
component of diabetes in the Mexican population, the
HNF4A gene was studied in eleven different indigenous
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communities and a mestizo group. Interestingly, our results
showed only one non-synonymous variant, T130l, is pre-
sent at a high frequency in the studied population. Multi-
centric studies have shown the clinical significance of the
T130I polymorphism in the HNF4A gene, although with
low frequency. By contrast, in this work, an elevated fre-
quency of the T130I polymorphism was revealed, strongly
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Table 4 Anthropometric and biochemical parameters stratified by
T130I polymorphism in healthy Mexican indigenous

Parameters T130T T1301/11301
N=1558 N=117
BMI (kg/m?) 2645 2645
WHR (male) 0.92 £ 0.06 0.90 + 0.07
WHR (female) 0.86 £ 0.06 0.85 £ 0.06
Fasting glucose (mg/dl) 95 +12 95+ 11
Triglyceride (mg/dl) 195 + 107 220 + 156*
Total cholesterol (mg/dl) 182 £ 40 185 £ 36
HDL cholesterol (mg/dl) 38+12 39410
LDL cholesterol (mg/dl) 107 £38 103 £33
Insulin (mUI/ml) 15413 14414

The relationship between genotypes and metabolic traits was evalu-
ated with a univariate analysis adjusted by gender and BMI under
the dominant model. Insulin and triglycerides values were log trans-
formed. Data are mean &+ SD

* P <0.05. A value of P < 0.05 was considered significant

suggesting a relationship between the T130I polymorphism
and susceptibility to T2D in the Mexican population.

The Mexican population is made up of indigenous and
mestizo groups. The mestizo group is the result of a Cauca-
sian (25%), Amerindian (70%), and African (5%) admixture
(Juarez-Cedillo et al. 2008). The mestizos represent approxi-
mately 90% of the total inhabitants, and the remaining (10%)
is constituted by Mexican indigenes, representing approxi-
mately 12.4 million people (Cédulas bisicas de informacién
de los pueblos indigenas de México 2017). Considering
the information mentioned above, the study of the polymor-
phisms in indigenous Mexicans could be a practical approach
to unravel the genetic inheritance of diabetes in the Mexican
population. Moreover, the identification of health risk fac-
tors in these communities is very important because they are
considered vulnerable populations because of their socioeco-
nomic status. However, participants from the indigenous com-
munities recognized themselves as indigenous, whose parents
and grandparents were born in the same community, spoke the
traditional language, and retained their traditions; the genetic
ancestry was confirmed by AIMs. Although, presently, no
population exists with a pure lineage, surprisingly, our results
showed that the Amerindian component ranged from 97.6%
in these communities, the lowest Amerindian contribution
was observed in the Otomi group (96.4%), and the largest was
observed in the Zapotec group (98.5%) (Table 1). All of these
findings suggest a conservation of the Amerindian component
in these populations because they did not have a deep genetic
admixture due to isolation circumstances.

Previously, our group showed that the T130I polymorphism
of the HNF4A gene was associated with the development of
early-onset T2D in the mestizo Mexican population (Men-
jivar et al. 2008). To date, approximately 72 polymorphisms

of the HNF4A gene have been reported. However, only a few
variants in the HNF4A gene have been associated with T2D in
several populations around the world (Colclough et al. 2013).
Thus, we decided to search for new variants in the HNF4A
gene. In the first part of the study, molecular analysis of the
eleven exons of the HNF4A gene in two indigenous popula-
tions (Mazahua and Teenek) and a mestizo group were per-
formed. Interestingly, in this stage of the study, only one non-
synonymous variant was identified, the T130I polymorphism.
In addition, two intronic variants, rs736824 y rs745975 (exon
2) were found. Recently Marcil et al. showed that rs736824
and rs745975 are part of a haplotype with rs3212183, which
was associated with metabolic syndrome in French-Canadian
youth (Marcil et al. 2015). In the present study, the frequency
of rs736824-1s745975 was 4.2%, (rs3212183 was not found),
however further evaluations are required to elucidate its role
as a risk factor for T2D in the Mexican indigenous population.

In the second part of the study, the T130I polymorphism
was evaluated in another nine indigenous groups from
Mexico (Cora, Chatino, Chontal, Maya, Mixteco, Otomi,
Purepecha, Yaqui, and Zapoteco). The frequency of the risk
allele 130I ranged from 2.7% in Chatino to 16% in Chon-
tal, with a mean of 8.9% for all groups. However, in the
mestizo Mexican population, this allele represented only
2.7% (Table 2). It is important to note that the 1301 allele
frequency observed in the 11 indigenous groups was higher
and significantly different from that in the mestizo group
(P < 0.05). The high frequency of the allele 1301 allele in
the Mexican indigenous population and high percentage
of the Amerindian component in the mestizo population
strongly suggest that this polymorphism is inherited from
the first settlers from Mexico.

It is worth mentioning that the frequencies observed
in the Mexican indigenous population 8.9% (Table 3)
were also higher and significantly different (P < 0.005)
than those found in the HapMap Project Phase III popu-
lations (Table 3), but African populations do not present
this polymorphism, implying that this polymorphism
was originated in the early settlers of America and that
it was concentrated through generations. The presence
of the T130I polymorphisms in indigenous populations
suggests that this polymorphism in Mexico area inhabit-
ants could be the result of an evolutive process. In this
context, we carried out an analysis of EHH scores, con-
sidering the data of sequenced individuals. The results
revealed a slower EHH decay of derived allele than
ancestral allele (Fig. 2). Previous studies have shown,
that a classic signal of strong selection is that because the
favored allele increases in frequency very fast, it tends to
sit on an unusually haplotype of low diversity, which is
the case of rs1800961 (Voight et al. 2006). For instance,
natural selection causes mutations and polymorphisms
in key genes and their products, modifying metabolic
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pathways to efficiently dispose of the available nutrients,
such as the SNP in the gene encoding lactase (LCT) (C/T-
13910) that is associated with the ability to digest milk in
Europeans adults (lactase persistence). Moreover, it has
been suggested that adaptive processes have forced the
appearance of genetic variants that allowed the resistance
of great famines and long journeys. However, under the
current conditions, outside the hunter-gatherer context
transmitted by Amerindian ancestors, genetic character-
istics play a different role; thus, those benefits induced
by an adaptive trait now become pathological under mod-
ern conditions. In this sense, the consumption of carbo-
hydrates needed to endure long walks searching for food
now favors disease occurrences such as diabetes, obesity
and hypertension (Eaton and Cordain 1997). The HNF4A
gene defines the expression of liver-specific genes encod-
ing apolipoproteins, serum factors, cytochrome P-450
isoforms, and proteins involved in the metabolism of glu-
cose, fatty acids, and amino-acids; however, the clinical
characterization of MODY1 subjects revealed that pri-
mary defects impaired glucose-stimulated insulin secre-
tion from pancreatic B-cell. Thus, it is possible to hypoth-
esize that T130I in HNF4A gene mutation could promote
glucose low utilization at the cellular level in an environ-
ment poor of carbohydrates during the nomadic step.
Ancestry is an important variable that influences an indi-
vidual’s health in several ways. In particular, it has been
reported that an ancestral component has an impact in the
risk for development of chronic diseases such as T2D (Fle-
gal et al. 1991; Gao et al. 2014). For instance, Pima Indian
groups from the United States and Mexico show a high
prevalence of T2D, strongly suggesting a genetic suscep-
tibility background in Amerindian groups (Schulz et al.
2006; Pavkov et al. 2007; Rong et al. 2009; Lara-Riegos
et al. 2015). In this context, the ATP-binding cassette trans-
porter Al (ABCA1) R230C variant was associated with
low HDL-cholesterol concentration, showing evidence
for positive selection on Native Americans (Pavkov et al.
2007). Additionally, Villarreal-Molina et al. found an asso-
ciation of the R230C variant of ABCA1 with early-onset
T2D in the Mexican population (Villarreal-Molina et al.
2008). On the other hand, the association of polymor-
phisms in the HMOX and NQOI genes with components
of metabolic syndrome in Mexican indigenous popula-
tions has been reported (Martinez-Hernandez et al. 2015).
The presence of SNPs such as T130I in HNF4A, R230C in
ABCA1 and polymorphisms in the HMOX and NQOI genes,
among other polymorphisms with minor metabolic effects,
strongly suggests an additive genetic contribution of these
polymorphisms in the appearance of metabolic diseases
such as T2D, a finding that can be even more important
under malnutrition conditions in low-income populations
such as indigenous Mexican populations. The identification
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of haplotypes involved in health and disease in each popu-
lation will allow the development of new diagnostic tech-
nologies to lay the foundations for personalized medicine.

Regarding the T130I polymorphism, the functional
effect has been defined clearly. This variant has been shown
to have a deleterious effect on protein activity based on the
studies of the transcriptional regulation of HNF4A target
genes in cell lines and primary mouse hepatocytes (Navas
et al. 1999; Zhu et al. 2003). These studies showed that
T130I-HNF4A showed reduced transcriptional activity
in HepG2 cells and primary cultured mouse hepatocytes
(27-78% of wild type, P < 0.05). Likewise, the HNF4A
gene is implicated in pancreatic development and the con-
trol of insulin secretion, in part by regulating GLUT-2 tran-
scription (Wang et al. 2000; Rodriguez-Trejo et al. 2012).
In addition to its primary role as a hepatic gene regulator
(Hayhurst et al. 2001), disruption of the HNF4A gene can
lead to autosomal-dominant Maturity-Onset Diabetes of the
Young (MODY 1), a non-insulin-dependent form of diabe-
tes (Yamagata et al. 1996). Thus, to be a carrier of T130I is
an undeniable risk factor to develop T2D.

Jafar-Mohammadi et al. evaluated an extensive collec-
tion of rare and common HNF4A gene variants to assess
their prevalence and association in a T2D case—control
study in a large sample. They found that the T130I variant
(frequency 6.5%) was associated with T2D, with an addi-
tive P value of 2.1 x 1075 (Jafar-Mohammadi et al. 2011).
Similar results were obtained in an evaluation of the T130I
variant performed by Hellwege et al., with a sample of
more than 2000 European American T2D cases and con-
trols. The findings showed that the odds ratios were in the
same direction, and they were similar in magnitude for the
additive model of Jafar-Mohammadi’s study, although the
P value did not reach significance for an association (Hell-
wege et al. 2011). Interestingly, both studies suggested the
a constant, although there was a modest risk of the T130I
variant in the HNF4A gene for the development of T2D
that resembles TCF7L2, whose polymorphisms have been
consistently associated with T2D around the world (Cauchi
et al. 2007). In the same way, Menjivar et al. reported the
association of the T130I variant in mestizo Mexicans with
an early onset of T2D, indicating a role of the variant in
the pathogenesis of this disease in Mexico (Menjivar et al.
2008). The high frequency of the risk allele (8.9%) among
the indigenous populations studied suggests a diabetogenic
background in Mexican founder populations (Table 2). To
understand the impact of the T130I variant in the suscepti-
bility to develop T2D, their evaluation should be performed
considering the different genetic background among
populations.

On the other hand, dyslipidemia has also been associated
as a risk factor for the development of T2D; in this sense,
high circulating levels of triglycerides lead to increased free
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fatty acid concentrations, which may induce insulin resist-
ance and B-cell dysfunction (Parhofer 2015). Lipid disor-
ders are frequent in Mexican adults (Aguilar-Salinas et al.
2010). In addition, many studies have also shown that low
HDL cholesterol and high triglyceride concentration are
independent risk factors for development T2D and impaired
fasting glucose (Wilson et al. 2007; Lin et al. 2013). More-
over, high HWR values indicate visceral obesity, which is
associated with an increased cardiovascular risk and likeli-
hood to develop diseases such as T2D. Anthropometric and
biochemical results in this study showed a value of HWR
above the cut-off point in 86.4% of indigenous women and
an HDL-C concentration <40 mg/dl in 58.6% of the entire
population, suggesting a high risk to develop T2D in these
communities due to impaired lipid metabolism. Interest-
ingly, the relationship found between the T130I variant and
high triglyceride concentration in non-diabetic subjects
(Table 4) provides additional evidence about the genetic
risk to develop T2D in populations with Amerindian ances-
try. Moreover, the gene-environment interaction between
an obesogenic environment (where indigenous popula-
tions live) and being a carrier of the T130I polymorphism
(HNF4A is an essential gene for the hepatic response to
changes in nutritional status) increase the genetic impact on
vulnerable populations such as indigenous populations to
develop T2D (Adamson et al. 2006).

This is a first study in the discovery phase carried out
in the Mexican indigenous populations to evaluate if the
HNF4A gene is implicated in the pathogenesis of T2D. The
frequency of the T130I variant in eleven Mexican groups
and its relationship with metabolic traits, particularly with
triglycerides in non-diabetic subjects, showed a significant
correlation (P = 0.049). These results provide the basis for
further studies of association with this variant in Mexican
indigenous with T2D.

Finally, the presence of the T130I polymorphism and
their correlations with metabolic traits observed in the
studied Mexican indigenous populations place this poly-
morphism as a risk factor for developing T2D. In addition,
the high frequency of the T130I polymorphism in Mexican
indigenous populations reveals a diabetogenic background,
which contributes to the high prevalence of T2D in the
Mexican population.
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