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RESUMEN

Introduccion: T2R38 es un receptor perteneciente a la familia T2R cuyas variantes
polimorficas determinan la variabilidad a la respuesta al sabor amargo de la feniltiocarbamida
(PTC). Dichas variantes dan lugar a dos haplotipos principales, PAV que corresponde al
fenotipo degustador y AVI que corresponde al fenotipo no degustador. El principal sitio de
expresion de T2R38 es la cavidad oral y recientemente se ha demostrado su expresion en
diversos tejidos extraorales que no tienen relacion directa con la percepcion del sabor, tal es
el caso de las células enteroendocrinas tipo L del sistema gastrointestinal, en las que al
activarse este receptor se estimula la liberacion del péptido GLP-1, similar a glucagon- 1,
que al ser una hormona incretina disminuye los valores plasmaticos de glucosa.

Objetivo: El presente trabajo tuvo como objetivo principal determinar si existe asociacion
entre los haplotipos PAV y AVI del gen TAS2R38 con diabetes tipo 2 en poblacion mexicana.
Poblacion y Métodos: se realizd un estudio de casos y controles, transversal y retrospectivo
en el cual se analiz6 un grupo de 85 pacientes diagnosticados con diabetes tipo 2 y 115
controles a los que se les realizaron las determinaciones bioquimicas de glucosa, colesterol
y triacilglicéridos en sangre capilar, se les tomaron medidas antropomeétricas y una muestra
de saliva a partir de la cual se aislé6 DNA vy se genotipificaron los polimorfismos rs713598,
rs1726866 y rs10246939 del gen TAS2R38 por medio de la técnica de discriminacion alélica
con sondas TagMan en PCR tiempo real.

Resultados: En la poblacion analizada se identificaron 3 haplotipos principales (PAI, PAV
y AVI) de los cuales el mas frecuente en poblacién diabética fue el haplotipo PAV (37%) y
cuatro haplotipos raros con frecuencias menores al 5% en ambos grupos de estudio (PVI,
AVV, PVV y AAI). El anélisis mostr6 una asociacion de riesgo entre el haplotipo PAV en
heterocigosis con PAI (PAV/PAI) y diabetes tipo 2 (OR=2.514, 1C95= 1.131-5.590,
p=0.027).

Conclusion: el haplotipo PAV en heterocigosis con PAI presenta asociacion de riego con
diabetes tipo 2 en poblacion mexicana, relacionada posiblemente a preferencias alimentarias
mientras que el haplotipo AVI no se encontr6 asociado a esta enfermedad en la poblacién de

estudio.
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1. Introduccion

1. Diabetes

1.1Definicion

El término «diabetes» define alteraciones metabdlicas de multiples etiologias caracterizadas
por hiperglucemia cronica y trastornos en el metabolismo de los hidratos de carbono, las
grasas Y las proteinas, resultado de defectos en la secrecion de insulina, en la accion de esta
0 en ambas (Ezkurra LP, 2016).

La diabetes puede presentarse con sintomas caracteristicos como sed, poliuria, vision
borrosa, pérdida de peso y, en ocasiones, polifagia. Frecuentemente, los sintomas no son
graves o pueden estar ausentes y, en consecuencia, la hiperglucemia puede provocar cambios
funcionales y patoldgicos durante largo tiempo antes del diagnostico. Estas patologias
pueden desarrollar a medio y largo plazo complicaciones de muy diversa indole, tales como,
pérdida de vision, afectacion renal, insuficiencia arterial, cardiopatia isquémica y
principalmente las que competen al sistema nervioso central, autonomo y periférico (Ezkurra,
2016; Tébar, 2014)

1.2Clasificacion y diagnostico

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) en la revision 2019 clasifica a la diabetes en
las siguientes categorias:
a) Diabetes tipo 1: causada por la destruccion autoinmune de las células B, que
generalmente conduce a una deficiencia absoluta de insulina.
b) Diabetes tipo 2 (DT2): debido a la pérdida progresiva de la secrecién de insulina de
las células P con frecuencia el problema de fondo es la resistencia a la insulina.
c) Diabetes mellitus gestacional (GDM, por sus siglas en inglés): diabetes diagnosticada
en el segundo o tercer trimestre del embarazo que no fue evidente antes de la

gestacion.




d) Tipos especificos de diabetes debido a otras causas, por ejemplo, sindromes de
diabetes monogénica (como diabetes neonatal y diabetes de inicio en la madurez
[MODY]), enfermedades del péancreas exocrino (como fibrosis quistica y
pancreatitis) y diabetes inducida por sustancias quimicas (como el uso de
glucocorticoides, en el tratamiento del VIH o después de un trasplante de 6rganos)
(ADA, 2019)

La diabetes se puede diagnosticar en funcion de los criterios de glucosa en plasma, ya sea el
valor de glucosa en plasma en ayunas (FPG) o el valor de glucosa en plasma 2 horas después
(2-h PG) de una prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT) de 75 gr, o los criterios de
Hemoglobina glicosilada (A1C) (Tabla 1).

Tabla 1Criterios para el diagndéstico de diabetes

(ADA, 2019)

FPG 2-H PG AlC
FPG>126 mg/dL PG de 2h>200 mg / dL A1C=6.5% (48 mmol /
(7.0 mmol/L) * (11.1 mmol / L) durante mol) ***

el OGTT**

* El ayuno se define como no ingesta calérica por al menos 8 h.

** |_a prueba debe realizarse como lo describe la OMS, usando una carga de glucosa que contenga el equivalente
de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua.

*** | a prueba se debe realizar en un laboratorio usando un método que esté certificado por el Programa
Nacional de Estandarizacién de Glicohemoglobina (NGSP, por sus siglas en inglés) y estandarizado al ensayo

de control y complicaciones de la diabetes (DCCT, por sus siglas en inglés)

1.3Estadisticas sobre diabetes en México y el Mundo

La diabetes tipo dos (DT2) representa del 90 al 95% de todos los casos de diabetes a nivel
mundial. La prevalencia de DT2 estd aumentando en todo el mundo en gran parte debido al
incremento de la obesidad y a la alta frecuencia de sedentarismo en la poblacién. Los factores
exactos que conducen al desarrollo de esta enfermedad no se han aclarado plenamente,
aunque la evidencia actual se ha enfocado en cuatro grandes polos de investigacion: a)

resistencia a la insulina e inflamacion; b) gluco-lipotoxicidad y disfuncion de la célula 3




pancreatica; c) disfuncién mitocondrial; d) plasticidad celular y memoria metabdlica (Pérez,
2009).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporto que, en 2012, fallecieron 1.5 millones
de personas como consecuencia directa de la diabetes, mas del 80% de estas muertes se
registraron en paises de ingresos bajos y medios. Para 2014 el 9% de los adultos (18 afios o
mayores) tenia diabetes y segln sus proyecciones esta enfermedad sera la séptima causa de
mortalidad en 2030 (OMS, 2015). Por otra parte, la Federacion Internacional de Diabetes
(IDF por sus siglas en inglés) report6 que el incremento de personas con diabetes para el afio
2045, s6lo en la regién de Norte América (que incluye a México) sera del 35%. Mientras que
a nivel mundial habra un aumento de 111 millones de afectados, pasando de 327 millones de
diabéticos en el afio 2017 a 438 millones de diabéticos en el afio 2045 (Fig. 1) (IDF, 2017).
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Fig. 1. Numero de personas con diabetes por region, edad y su proyeccion al afio 2045
Fuente: IDF, 2017




Por lo que compete a México, la Encuesta Nacional de Salud (ENSANUT) 2016 reportd que
la prevalencia de diabetes a nivel Nacional fue del 9.4% (10.3% de las mujeres y 8.4% de los
hombres), siendo el Distrito Federal, Nuevo Leon, Veracruz, Tamaulipas, Durango y San
Luis Potosi los estados con mayor prevalencia. En comparacion con la ENSANUT 2012
(9.2%) se observo un aumento del 0.2% en la prevalencia de diabetes por diagnéstico médico
previo y un aumento del 2.4% con respecto a la ENSANUT 2006 (7.2%) (Fig. 2). El mayor
aumento de la prevalencia de diabetes, al comparar la ENSANUT 2012 con la ENSANUT

2016, se observo entre los hombres de 60 a 69 afios y entre las mujeres con 60 0 mas afnos.

14 10.3

12 9.4

10 7 76, 8.6 >T92 84 [
8 I : . | m Hombres
6 m Mujeres
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Fig. 2 Prevalencia de diabetes previo diagndstico médico por sexo y edad
Fuente: ENSANUT, 2016

Actualmente, México ocupa el 5to lugar a nivel mundial con mayor prevalencia de diabetes
(Tabla 2) presentando12 millones de personas diabéticas y segun proyecciones de la IDF para
el afo 2045 ocupard el 4to lugar a nivel mundial con 21.8 millones de diabéticos (IDF, 2017).
En 2016 la diabetes representd la segunda causa de mortalidad en poblacion mexicana
causando 105,574 de defunciones (15.4% del total de defunciones registradas) y representa

un gasto de 3,430 millones de dolares al afio en su atencion y complicaciones (FMD, 2017).




Tabla 2 Ciudades/territorios con mayor namero de diabéticos (de 20-79 afios) en 2017 y
su proyeccion al 2045
Fuente: IDF, 2017
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2. Sabor amargo

2.1Receptores del sabor amargo

En los seres humanos, se han identificado mas de 30 receptores del sabor amargo (Tabla 3)

todos ellos pertenecen a la familia T2R (Bering, 2013).

Tabla 3 Genes TAS2R en humanos
(Bachmanov y Beauchamp, 2007)

Siymitsol Chromosome, Genome Aliases
cyiogenedic  coordinate,
| \paind bp _ _
TAS2R1 Spi5 0,682,108 T2R1, TRET
TASZR2 o 12,497 246 T2R2, TZROZ
TASZRIGE Tg¥ 122 421 905 T2R16
TAS2R3 Tg3 141,110,386 T2R3
TASZ2RY Tg3 141,124 758  T2R4
TAS2RS Tg3 141,136 485 T2RS5
TAS2R3E Tqia 141,318.800 T2R61, PTC, phenyithiocarbamide tasting
TAS2R39  Togl4 142 5080 634 T2R39, T2RST
TASZR4D  To34 142629284 T2R40, T2RS5E, GPRED
T4 142,844 250 T2RG2, TASZRGZ
TASZRE2P
TASZREBD  Tg3s 142 B0 BEE T2RS56; T2ZRE0
TASZR41 Tg35 142 BA5 0BE T2R41, T2R59
TASZ2RT 12p13 10,845,388 T2RT, TRB4
TAS2RE 12p13 10,849,917 T2R8, TRBS
TAS2R3 12p13 10,852,080 T2R9, TRBG
TASZRIO  12pi3 10,869,212 TREZ2, T2ZR10
TAS2R12  123pi13 10,933,600 T2R12 TZR26 TAB2RZ6
TASZRIZ  12pi3 10,851,782 TREJ, T2R13
TASZRT4  12p13 10882130 TRET, T2R14
TAS2R15  123pi13 11,008,316 T2R15
TASZR50  12pi3 11,029 827 T2RS50, T2R51
TAS2R49  123pi13 11,040,812 T2R49, TZRS56
TAS2R48  123pi13 11,065,538 T2R48
TASZR44  12pi13 11,074,274 T2R44, TZR53
TASZREIP 12pi13 11,083,122 T2RE3
TAS2R46  13pi3 11,105,262 T2R46, TZR54
TASZRE4P 12pi13 11,122,108 T2R64, TZRE4P
TAS2R43  123pi13 11,135,168 T2R43, T2RS52
TASZRESP 12pi13 11,203,580 T2R65TASZRES
TASZR42  12pi3 11,229,686 T2R24, TZR42, T2RS5, TAS2ZRS55, T2R5S
TASZR18 T2R18
TASZR19 T2R19
TASZR20 T2R20
TAS2R22 T2R22
TASZR23 T2R23
TASZR30 T2R30
TAS2R3T T2R31
TAS2R33 T2R33
TASZR36 T2R36
TASZRar T2R3T
TASZR45 GPRSD, T2R4S5, IG24P
TASZR4T T2R4T
TAS2RE T2RE, T2R06




2.2Mecanismo de transduccion del sabor amargo

Se han identificado al menos tres mecanismos de sefializacion de los T2R independientes a
la via candnica, segun el tejido en el que se expresan. Estos se clasifican en regulacion

autonoma celular, regulacién paracrina y regulacion endocrina.

2.2.1 Via canénica

La via de sefalizacién candnica (Fig. 3) comparte moléculas de sefializacion que son
comunes para las moléculas amargas, dulces y umami, las cuales incluyen una proteina G
heterotrimérica constituida por las subunidades a (a-gustducina), B (GB-3) y vy (Gy13), una
fosfolipasa C (PLCP2), el receptor para inositol trifosfato (IP3R) y el receptor de potencial
transitorio con caracteristicas de canal cationico, subfamilia M, miembro 5 (TRPMD5) el cual
es regulado por las concentraciones de Ca?* intracelular de manera que a concentraciones

bajas se activa y a concentraciones altas se inhibe.

Una vez que el T2R es activado, la proteina G disocia sus subunidades o y Py, estas ultimas
se encargan de activar a la fosfolipasa CPB2 cuya funcion es catalizar la conversion de
fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) (componente de la membrana celular) al segundo mensajero
inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 viaja hasta el reticulo endoplasmico
donde activa a IP3R- sensible a Ca?*, como consecuencia del aumento de la concentracion
de Ca?* intracelular ([Ca'];) aumenta también el flujo de Na* a través del canal TRPM5. La
entrada de Na* despolariza a la célula y causa la liberacion de ATP como neurotransmisor,
el cual sale de la célula a través de uniones gap o mediante los canales idnicos tipo modulador
1 de la homeostasis de calcio, dependiente de voltaje (CALHMI). Finalmente, el ATP activa
los receptores purinérgicos en las fibras nerviosas de las papilas gustativas y el resultado es
un impulso nervioso que se transmite al centro del sabor en el sistema nervioso central para
iniciar la percepcion del sabor amargo (Lu et al. 2017; Rozengurt, 2006; Kokrashvili et al.
2009; GeneCards, 2017).

Una caracteristica del sabor amargo mediado por IP3 es que desencadena la exocitosis del

neurotransmisor desde la célula receptora hacia la neurona que la inerva sin modificar el




potencial de membrana. El calcio requerido para la liberacion del neurotransmisor proviene
de depositos intracelulares y no del liquido extracelular (que es la fuente mas habitual en los
sistemas de segundos mensajeros que modifican las permeabilidades y, por lo tanto, el
potencial de membrana de la célula receptora). Algunos sabores amargos (quinona, cafeina)

se unen a receptores de membrana bloqueando canales de K* (Duorkin et al. 2010).

PERCEPCION DEL SABOR
\AMARGO

PIP2

IP3

e PP IP3R
Na
A 4
Na +
RECEPTOR
PURINERGICO
WV
\X = AT
FIBRA NERVIOSA \
CALHMI

Fig. 3 Mecanismo de transduccién de sefiales del sabor amargo, via canonica.
Los T2R son una familia de receptores unidos a proteinas G heterotriméricas, una vez que son activados por su ligando
especifico la proteina G sufre un cambio conformacional que consiste en la disociacion de la fraccién o de la gy, estas
Ultimas se encargan de activar a la fosfolipasa CB2 cuya funcion es catalizar la conversion de fosfatidilinositol bifosfato
(P1P2) al segundo mensajero inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3viaja hasta el reticulo endoplasmico
donde activa a IP3R- sensible a Ca?*, como consecuencia del aumento de la concentracion de Ca?* intracelular ([Ca%']i)
aumenta también el flujo de Na* a través del canal TRPM5. La entrada de Na* despolariza a la célula y causa la
liberacion de ATP como neurotransmisor. Finalmente, el ATP activa los receptores purinérgicos en las fibras nerviosas
de las papilas gustativas y el resultado es un impulso nervioso que se transmite al centro del sabor en el sistema nervioso
central para iniciar la percepcién del sabor amargo. Fuente: Hernandez Calderdn Maria Llasbeth, Elaboracion propia.




Las tres cascadas que se presentan a continuacion ocurren todas ellas en células diferentes a
las gustativas y a pesar de ello comparten la parte inicial de la cascada con la via candnica,

desde la activacion del receptor hasta el aumento de [Ca?'];.

2.2.2 Regulacion auténoma celular

Esta via se identifico por primera vez en el epitelio ciliado de las vias aéreas humanas en las
cuales los compuestos amargos causan un aumento dosis-dependiente de la [Ca*]iy como
consecuencia aumenta la frecuencia del movimiento ciliar. El mecanismo a través del cual
el calcio puede regular esta funcién no ha sido determinado, sin embargo, se cree que es

posible que actle directa o indirectamente via nucleétido ciclico-dependiente (Fig. 4A).

Otro ejemplo de este mecanismo se produce en el masculo liso de las vias respiratorias, en
el que las sustancias de sabor amargo intervienen en la relajacion de las vias aéreas
precontraidas. Lo que sigue siendo discutible es cdmo los degustadores del sabor amargo
relajan este musculo liso. Deshpande et al. 2010 propusieron que los saborizantes amargos
activan los canales de K* (BK) activados por Ca?" causando la hiperpolarizacion de la
membrana y llevando a la relajacion (Fig. 4B, lado izquierdo). Pero varios investigadores
han determinado que al medir directamente las corrientes de los canales BK, los degustadores
del sabor amargo no activan estos canales, sino que los inhiben. Investigaciones recientes
muestran que las subunidades By de la gustducina son criticas para la relajacion de las vias
respiratorias inducidas por el sabor amargo. Estas subunidades pueden inhibir los canales de
Ca?* tipo L dependientes de voltaje y disminuir [Ca?*]i (que es elevada por los

broncoconstrictores), llevando a la relajacion (Fig. 4B, lado derecho) (Lu et al. 2017).

A 2+ B 2+ G
Ca Ca |Gnat3 By
. |
\ \ O:.. ‘ ‘ BK | | oS:, | .‘\ |
| “ | channel | le +@® ./ | |
|\ Direct action or 3‘ / = 0 | o8 ®
\ \ cGMP dependent/ | " vt | -y o
| T / 2+ [ ]
\ ‘\\ way /] | Ca’ + // Ltype Ca?*
\ \ I | } / / channel
NN /) NN\ " &5
N N Py, \_ \Relaxation ~ /
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Airway epithelium Smooth muscle cell

Fig. 4 Modelo auténomo celular de la cascada de sefializacién de los T2R
A) Incremento de la frecuencia del movimiento ciliar en vias respiratorias inducido por sustancias amargas. B)
Relajacion de las células del musculo liso precontraidas en degustadores del sabor amargo. Fuente: (Lu et al. 2017)
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2.2.3 Mecanismo paracrino

En el intestino, toxinas de la dieta 0 compuestos amargos producidos por bacterias pueden
activar T2Rs en las células enteroenddcrinas (CEE) para liberar la hormona peptidica
colecistocinina (CCK), que actla a través del receptor de colecistocinina B (CCK2) en los
enterocitos vecinos para promover la accion del transportador de casete de unién a ATP,
familia B, miembro 1 (ABCB1) para bombear toxinas fuera de los enterocitos (Fig. 5
derecha). Alternativamente, la CCK liberada por las CEE también puede activar los
receptores para colecistocinina A (CCK1) en las fibras sensoriales del nervio vago para
enviar sefiales al cerebro para limitar la ingesta de alimentos (Fig. 5 izquierda) (Lu et al.
2017).

/ /

receptor i
CCK1 receptor A

on vagus nerve .
. ABCB1
*
Excreted toxins

Fig. 5 Modelo paracrino de la cascada de sefializacion de los T2R en enterocitos
En el intestino, las toxinas de la dieta o los compuestos amargos derivados del metabolismo de bacterias activan los T2R
en las CEE para liberar la hormona peptidica CCK, que actta a través de los receptores CKK2 en los enterocitos vecinos
para promover la activacion de ABCB1 encargada de bombear toxinas fuera de los enterocitos (derecha).
Alternativamente, CCK liberado por EECs también puede activar los receptores CCK1 en las fibras sensoriales del nervio
vago para enviar sefiales al cerebro para limitar la ingesta de alimentos (izquierda). Modificado de: (Lu et al. 2017).

Recientemente, se demostrd que las células con forma de “cepillo” (tuft cells) en el intestino
activan la inmunidad tipo 2 secundaria a una infeccion parasitaria a través de la cascada
canonica del receptor de sabor GPCR (T1R o T2R) y también forman un circuito de

alimentacion que da como resultado su propia hiperplasia (Fig. 6).
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Fig. 6 Modelo paracrino de la cascada de sefializacion de los T2R en células del intestino
En las células con forma de “cepillo” (tuft cells) del intestino, los parasitos activan la via clasica de la cascada de
sefializacion de los T2R y liberan IL-25, que a su vez aumenta el nimero de células linfoides innatas tipo 2 (ILC2) y

aumenta la secrecion de las citocinas I1L-13 e IL-4; estas citoquinas promueven posteriormente la hiperplasia de las tuft
cells y las células caliciformes (Fig. 6) (Lu et al. 2017). Modificado de: (Lu et. al. 2017).
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3. Antecedentes

3.1T2R38

El receptor T2R38 es probablemente el miembro maés estudiado de la familia de receptores
tipo 2 de sabor amargo ya que esta relacionado con la percepcidn de los compuestos sintéticos
feniltiocarbamida (PTC, por sus siglas en inglés) y 6-n-propiltiouracilo (PROP) que se
caracterizan por ser compuestos amargos (Hiroko et al. 2012).

El producto del gen TAS2R38 es una proteina con funcién de receptor acoplado a proteinas
G (Fig. 7A) que se caracteriza por poseer un extremo NH.- terminal extracelular corto, 7
dominios transmembranales (TM) a-hélice, 3 loops extracelulares (exoloops), 3 loops
citoplasmaticos (citoloops) y un segmento COOH- terminal (Rozengurt, 2006), esta
constituido por 333 aminoacidos y presenta un peso molecular de 37892 Da. El gen que
codifica para este receptor se encuentra localizado en la region cromosémica 7934 (NCBI,
2016; GeneCards, 2017).

- Alanine
e

Valine

Membrane plasmique | Milieu extracellulaire

" Proline

Cytoplasme

Alanine

Isoleucine

Fig. 7 Modelado del receptor T2R38
A) Modelo tedrico del receptor T2R38. B) Localizacion de los aminoacidos variantes segtin los alelos. A priori, la alanina
en la posicion 262 estaria en el dominio extracelular, mientras que la Prolina49 y la Valina296 estarian en el lado
citoplasmico. Modificado de: http://www?2.ac-lyon.fr/enseigne/biologie/spip.php?article367
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3.2 Polimorfismos del gen TAS2R38

El gen TAS2R38 posee tres polimorfismos de nucledtido unico (SNPs) que producen las
siguientes sustituciones de aminoécidos: A49P, A262V y V2961 (Fig. 7B y Tabla 4) (Keller
et al. 2013)

Tabla 4 SNPs del gen TAS2R38

SNP Posicion del Cambiode | Cambioenel Posicion del Cambio del
nucledtido base codon aminoécido aminoécido
rs713598 145 CIG GCA>CCA 49 P/IA
rs1726866 785 CIT GTT>GCT 262 ANV
rs10246939 886 G/A ATC>GTC 296 V/i

Estos SNPs dan lugar a dos haplotipos principales (Tabla 5): PAV, la variante degustadora
dominante y AVI, el no degustador recesivo. Estos polimorfismos son los principales
responsables de la variabilidad individual en la percepcion del sabor amargo en respuesta a
PTC y PROP (Roudnitzky et al. 2015). Ademas, se han identificado dos haplotipos raros con
frecuencia <5%: AAV y AAI; dos haplotipos extremadamente raros con frecuencia <1%:
PAI y PVI y otros dos posibles haplotipos: AVV y PVV que sélo se han reportado
individualmente en dos estudios (Risso et al. 2016).

Tabla 5 Principales haplotipos del gen TAS2R38 y su asociacion fenotipica con la
percepcion al sabor de PTC

Haplotipo Fenotipo
PAV/PAV SUper degustadores
PAV/AVI Degustadores
AVI/AVI No degustadores

La frecuencia con la que se presentan estos haplotipos a nivel mundial en diferentes

poblaciones se muestra en la Tabla 6:
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Tabla 6 Frecuencia de los haplotipos del gen TAS2R38 en diferentes poblaciones

(Risso et al. 2016)

Population PAV AVI AAV AVV PAI PVI AAI PVV
All 50.76% 42.70% 2.48% 0.32% 0.18% 0.07% 3.39% 0.10%
Africans 50.76% 35.18% 0.61% 0.08% 0.00% 0.15% 13.22% 0.00%
Asians 64.51% 35.31% 0.00% 0.17% 0.00% 0.00% 0.00% 0.00%
Europeans 45.66% 49.22% 3.56% 0.49% 0.32% 0.03% 0.55% 0.17%
Americans 68.61% 26.69% 2.26% 0.00% 0.00% 0.19% 2.26% 0.00%

Como se puede apreciar en la tabla 4 los haplotipos PAV, AVIy AAI son los més frecuentes

a nivel mundial, en la figura 8 se muestra su distribucién a nivel mundial.
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Fig. 8 Distribucién mundial de los haplotipos més frecuentes del gen TAS2R38
Se puede observar que para el caso particular de México el haplotipo que predomina es el PAV. Fuente: Risso et al. 2016

Los conocimientos sobre la estructura y funcion de T2R38 aunado los modelados dindmicos
moleculares han permitido hacer una asociacién entre la estructura del receptor, su ligando
(PTC) vy los diferentes haplotipos. Se ha propuesto que para la variante catadora (haplotipo
PAV) el sitio de union de PTC a su receptor estaria entre los dominios TM 3, 5y 6 de manera
que la PTC estableceria puentes de hidrégeno con Alanina 262 de TM6 y Tirosina 199 de
TM 5, esto daria lugar a una ligera modificacion de la estructura del receptor provocando su

activacion (Fig. 9a). En la variante no catadora (haplotipo AVI) la estructura se modifica

——
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sustituyendo la Alanina 262 por una Valina, lo que impide la unién estable de la PTC al

receptor y por lo tanto su activacion (Fig. 9b).

Fig. 9 Modelado de la interaccion de PTC con los receptores T2R38 PAV y T2R38 AVI
Fuente: Abrol et al. 2015
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3.3 Expresion en tejidos

El principal sitio de expresion de los T2R en mamiferos son las células receptoras del gusto
localizadas en las papilas caliciformes, foliadas, amigdalas palatinas y epiglotis y en menor
proporcion en las papilas fungiformes (Bachmanov y Beauchamp, 2007), sin embargo, a
partir del descubrimiento de los receptores T2R en los botones gustativos se ha demostrado
que estos se expresan ampliamente en otros drganos y tejidos que no tienen relacion directa
con la percepcion del sabor y en su mayoria no estan en contacto con alimentos. En la tabla

7 se resumen los 6rganos Y tejidos en los que se ha encontrado expresado el receptor T2R38.

Tabla 7 Expresion y funcién de T2R38 en 6rganos extraorales

ORGANO/ TEJIDO/CELULA FUNCION REFERENCIAS
SISTEMA
SNC Cerebelo Pham et al. 2016;
Desconocida Lee y Cohen, 2016
Wolfle et al. 2016
PIEL Queratinocitos, mastocitos, -Aumento del flujo de calcio
fibroblastos, membranas mucosas -Estimulacion de proteinas de Wolfle et al. 2015
de lengua y paladar diferenciacion A; Wolfle et al.
-Mejora de la barrera epidérmica | 2015B;
mediante la modulacion de la Wolfle et al. 2016;
sintesis de lipidos Wolfle et al. 2017
PLACENTA Epitelio amnidtico,

sincitiotrofoblasto y células
deciduales

Posible funcion endécrina

Wolfle et al. 2016

GASTROINTESTI-
NAL

ileon, ciego, colon, recto, es6fago,
estdbmago, pancreas e intestino
delgado (células enteroenddcrinas)

Secrecion de hormonas

Dotson et al. 2008;
Hiroko et al. 2012
Keller et al. 2013;
Kim et al. 2014
Yunli et al. 2015;
Pham et al. 2016
Lee y Cohen, 2016;
Wolfle et al. 2016

ENDOCRINO

Tiroides, paratiroides

Posible funcién endocrina

Yamaki et al. 2017;
Wolfle et al. 2016

RESPIRATORIO

Vias respiratorias altas: células
quimiosensibles solitarias de la
cavidad nasal

Vias respiratorias bajas: células
ciliadas y de masculo liso de los
pulmones

-Broncodilatacién

- Activacion de la respuesta
inmune innata mediante la
sintesis de NO y el aumento de la
frecuencia del latido ciliar

Lee y Cohen, 2016;
Hiroko et al. 2012;
Ortega et al. 2016;
Wolfle et al. 2016;
Deshpande et al.
2010;

UROGENITAL

Rifiones, testiculos, prostata,
exocervix, endocervix,
pro-endometrio

Activacion de la respuesta
inmune innata

Lee y Cohen, 2016;
Wolfle et al. 2016

HEMATOLOGICO

Sangre: neutrdfilos, fagocitos,
monocitos, linfocitos

Activacion de la respuesta
inmune innata

Luetal. 2017;
Ortega et al. 2016;
Maurer et al. 2015

——

16

'




3.4 Importancia de T2R38 en el metabolismo energético y su relacion
con diabetes

La superficie del epitelio del tracto gastrointestinal (GI) cuenta con una maquinaria molecular
para la deteccion de los componentes de la dieta y de los metabolitos del microbioma
intestinal. Muchos tipos de células enteroendocrinas (CEE) han sido identificadas y
clasificadas principalmente por el tipo de transmisores enddcrinos que poseen. Ejemplos de
células clave son las CEE-I que contienen colecistocinina (CCK) y las CEE-L que contienen
el péptido similar a glucagon tipo 1 (GLP-1) y el péptido YY (PYY). La liberacion de estos
péptidos al torrente sanguineo resulta de la interaccion de receptores del sabor situados en la
superficie luminal de las células con nutrientes o factores ambientales del contenido
intestinal. Cada una de estas células tiene una funcion especifica y necesaria que incluyen
tanto al metabolismo local como al sistémico (Fig. 10) (Pham et al. 2016). La importancia

de estos péptidos intestinales se expone a continuacion.

. Energy g (é“ﬂ[’é‘;‘%{' \ {
@ Appetite —> @ L\ ’@:}{;ﬁ& O ATpsit —-5) l::t:rlf’e‘

® Gastric Postprandial
emptying glycaemia o Gastric
Meal entry to emptying

Ghrelin small inlcs(inc(f; 4

@® increase/stimulate
© reduce/suppress

Fasting phase Postprandial phase

Fig. 10 Funcion de las hormonas gastrointestinales en la regulacién del vaciado gastrico, la ingesta energética y la
glucosa post-prandial.
La grelina se secreta durante el ayuno y acttia para acelerar el vaciado géstrico, promover el apetito e impulsar la ingesta
de energia. GLP-1, GIP, CCK y PYY se liberan en la fase posprandial. GLP-1 y GIP son las hormonas incretinas, que
estimulan la secrecion de insulina de una manera dependiente de la glucosa. GLP-1, CCK y PYY también forman
retroalimentacion intestinal para retrasar el vaciado gastrico y suprimir la ingesta de energia. Fuente: Xie et al. 2018
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GLP-1 se deriva del producto de transcripcién del gen proglucagon (gen GCG). Las formas
bioldgicamente activas de GLP-1 son GLP-1- (7-37) y GLP-1- (7-36) NH2. Una vez en la
circulacién, el GLP-1 tiene una vida media de menos de 2 minutos debido a la répida
degradacion por la enzima dipeptidil peptidasa-4 (DPP4). GLP-1 es una potente hormona
anti-hiperglucémica, que induce una estimulacién de la secrecion de insulina, dependiente de
la glucosa, mientras que suprime la secrecion de glucagon. Dicha accion dependiente de la
glucosa es particularmente importante porque cuando la concentracion de glucosa en plasma
se encuentra en el rango de ayuno normal, el GLP-1 ya no estimula la insulina para causar
hipoglucemia. El GLP-1 restaura la sensibilidad a la glucosa de las células B pancreaticas,
utilizando un mecanismo que implica el aumento de la expresion de GLUT2 y glucocinasa.
GLP-1 también inhibe la apoptosis de las células B pancreaticas, estimula la proliferacion y
diferenciacion de las células B secretoras de insulina, e inhibe la secrecion gastrica y la
motilidad. Esto retrasa el vaciamiento gastrico, lo que promueve la saciedad y la pérdida de
peso. Las células L también liberan dos formas circulantes de PYY; PYY1-36 y PY'Y3-36.
La dltima forma se considera la predominante tanto en estado de ayuno como en
alimentacion, y se produce por la escision de los residuos Tyr-Pro N-terminales de PYY1-36
por la enzima peptidasa DPP4. PYYY inhibe la ingesta de alimentos a traves de los receptores
PYY-2 expresados en las neuronas del nicleo arqueado del hipotalamo. Otras acciones de
PYY incluyen la disminucién del vaciamiento gastrico y la disminucién de la motilidad del
intestino delgado (Abrol et al. 2015).

Los estudios sobre los receptores del sabor amargo y su importancia en el tracto Gl han sido
clave para comprender el papel que juegan los receptores del sabor en la compleja
modulacion de cascadas de sefializacion que llevan a la liberacion de hormonas peptidicas.
En el caso especifico de T2R38, se sabe es uno de estos receptores del sabor amargo que se
expresan en el tracto GI (Kokrashvili et al. 2009) y que, al ser activado por compuestos
amargos como el nasturio o el denatonio, liberan tanto el PYY (Schiess et al. 2017) como
GLP-1 (Kim et al. 2014)

Como se menciond en el capitulo 2, son varios los mecanismos por los cuales T2R38 puede

actuar, existe un cuarto tipo al cual Lu et al. 2017 han denominado mecanismo endocrino
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(Fig. 11). Este mecanismo ocurre en células y tejidos en los que la activacion de los T2R

causa la liberacion de hormonas que circulan a través del torrente sanguineo (Lu et al. 2017).
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Fig. 11 Modelo enddcrino de la cascada de sefializacion de los T2R en células L del intestino
En este modelo las CEE secretan los péptidos PYY y GLP-1 secundaria a la activacion del T2R, los cuales difunden a
través de los fluidos extracelulares y entran a circulacion. En el caso del péptido PYY este participa en la disminucién
del vaciado géstrico y motilidad del intestino delgado lo que contribuye a aumentar la sensacion de saciedad, razén por
las cuales se cree que receptores como T2R38 pueden ser un blanco terapéutico contra obesidad y sobre peso. Por otra
parte, GLP-1 se encarga de inducir la liberacion de insulina de las células f pancredticas y con ello contribuye a la
regulacion de la homeostasis de la glucosa en plasma. Hernandez Calderén, Maria Llasbeth. Elaboracion propia

Un namero creciente de estudios preclinicos y clinicos han evaluado los efectos de los
agonistas de receptores del sabor amargo en la secrecion de péptidos intestinales, sin
embargo, la evaluacién del impacto de estos receptores en diabetes tipo 2 no se ha investigado
a fondo y la informacion sobre la secrecion de GLP en respuesta a la estimulacion de estos

receptores es limitada.

Los modelos preclinicos indican que la estimulacion de los T2R intestinales tiene el potencial
de mejorar el control de la glucosa en sangre. En ratones de tipo silvestre, la administracion
intragastrica de benzoato de denatonio (DB), PTC o una mezcla de compuestos amargos
redujo el vaciamiento gastrico significativamente. Mientras que la administracion oral de DB

(1 mg/kg) o 300 mg/kg de extracto de raiz de Gentiana scabra (planta herbacea perenne con

19

——
| —


https://es.wikipedia.org/wiki/Planta_herb%C3%A1cea

rizoma herbaceo, pequefio tamafo, con varias tallos y numerosas raices. Las hojas son ovado-
lanceoladas con &pice agudo y con tres venas principales. Las flores son de color azul oscuro,
tubulares y se presentan en la parte superior del tallo en las hojas superiores. Esta planta
contiene varios compuestos amargos como el acido loganico, gentiopicrina y rindosido) en

ratones db/db se asocié con un mayor nivel sérico de GLP-1y menor de glucosa en sangre.

En ratones alimentados con una dieta alta en grasas, la administracion oral de extracto de
calabaza amarga antes de una carga de glucosa oral o intraperitoneal también dio como
resultado niveles mas altos de GLP-1 e insulina y respuestas de glucosa en sangre mas bajas.
La magnitud de la reduccion de la glucemia se atenu6 sustancialmente por la administracion
concurrente del antagonista del receptor de GLP-1, exendina, lo que pone en evidencia la
importancia de GLP-1 en la reduccién de la glucosa inducida por sustancias amargas (Xie et
al. 2018)

Existe evidencia de que los polimorfismos de los genes que codifican a receptores de sabor
amargo pueden estar asociados con cambios en la ingesta de alimentos y la desregulacién de
la glucosa en sangre. Por ejemplo, las mujeres con diabetes gestacional exhibieron una menor
frecuencia del polimorfismo rs3741845 del gen T2R9 y consumieron méas carne, productos
lacteos y bebidas dulces en comparacién con las mujeres embarazadas sin diabetes
gestacional. De manera similar, T2R9 se ha asociado con mayor respuesta de glucosa en
sangre e insulina a una prueba de tolerancia oral a la glucosa en individuos Amish cony sin
diabetes tipo 2. En individuos alemanes sin diabetes tipo 2, también se reporta que las
variaciones en el gen TAS2R38 (rs713598, rs1726866 y rs10246939) tienen asociaciones
significativas con la composicion corporal (IMC, porcentaje de grasa corporal y relacién
cintura-cadera) en mujeres y la respuesta glucémica a la glucosa oral en hombres (Keller et
al. 2013).

Con base a la informacion disponible se piensa que este conocimiento llevard a encontrar
nuevas vias terapéuticas para el tratamiento de diabetes tipo 2 y se vislumbra al receptor
T2R38 como un novedoso blanco terapéutico no sélo para diabetes sino para otros

desordenes metabdlicos.
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1. JUSTIFICACION

La diabetes tipo 2 es un problema de salud publica en México, actualmente, representa la
segunda causa de mortalidad a nivel nacional causando 105, 574 defunciones por afio y
representa un gasto de 3,430 millones de dolares al afio en el tratamiento y atencion a sus
complicaciones (FMD, 2017). Cabe mencionar que esta enfermedad puede diagnosticarse
solo cuando ya tiene varios afios de evolucion y han aparecido complicaciones por lo que
actualmente se trabaja en la busqueda de marcadores moleculares que permitan detectar
alteraciones antes de que se produzcan cambios en la morfologia celular y de que esos

cambios sean clinicamente visibles.

Diversos autores han propuesto la hipotesis de que la funcion de los receptores del sabor
expresados en las células enteroenddcrinas (CEE) del intestino es la modulacion de hormonas
metabdlicas que tienen impacto en la homeostasis de la glucosa. Se ha demostrado que una
vez que se activa T2R38 en las células L del intestino causa la liberacion del péptido similar
a glucagon tipo 1 (GLP-1) (Lu et al. 2017) y del del péptido YY (PYY) (Pham et al. 2016)
Se sabe que GLP-1 restaura la sensibilidad a la glucosa de las células B pancreaticas,
utilizando un mecanismo que implica el aumento de la expresion de GLUT2 y glucocinasa.
GLP-1 también inhibe la apoptosis de las células B pancreaticas, estimula la proliferacion y
diferenciacion de las células B secretoras de insulina, e inhibe la secrecion gastrica y la
motilidad, es por esta razon que de existir una asociacion de los haplotipos o polimorfismos
del gen TAS2R38 con DT2 se podrian usar como marcadores de predisposicion a la
enfermedad que al estar también relacionados con las preferencias alimentarias permitirian
disefiar esquemas nutrimentales que prevengan el desarrollo de DT2 o permitan perfilar al

receptor T2R38 como blanco terapéutico en el disefio de nuevos farmacos hipoglucemiantes.
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1. OBJETIVOS

a. OBJETIVO GENERAL

Determinar si existe asociacion entre los haplotipos PAV y AVI del gen TAS2R38 con

diabetes tipo 2 en poblacién mexicana.

b. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Determinar si existe asociacion entre los polimorfismos rs713598, rs1726866 y
rs10246939 del gen TAS2R38 con diabetes tipo 2 en poblacion mexicana.

v Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs713598,
rs1726866 y rs10246939 del gen TAS2R38 en poblacion mexicana.

v’ Realizar la caracterizacion Bioquimica de todos los individuos de estudio por
determinacion de glucosa sérica, hemoglobina glicosilada, colesterol y triglicéridos.

IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La presencia de los haplotipos PAV y AVI del gen TAS2R38 est4 asociada a diabetes tipo 2

en poblacion mexicana?

V. HIPOTESIS

La presencia del haplotipo AVI del gen TAS2R38 se asocia a diabetes tipo 2 en poblacion

mexicana.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

a. Consideraciones éticas

El presente proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala, UNAM (Anexo 1) Todos los participantes que aceptaron
ingresar al estudio firmaron el correspondiente consentimiento informado (Anexo 2) el cual
se estructuré acorde con las disposiciones de la Secretaria de Salud en materia de

investigacion en humanos. Ademas, se realizo la historia clinica de cada paciente (Anexo 3).

b. Poblacion de estudio

El presente proyecto se trata de un estudio de casos y controles, transversal y retrospectivo.
Todos los individuos que conforman el grupo control, asi como el grupo de pacientes
diabéticos son individuos que acudieron por convocatoria al laboratorio de Citogenética de
la FES-Cuautitlan, Campo 1. Los criterios de inclusion y exclusion se muestran en las tablas
8y9.

Tabla 8 Criterios de inclusion y exclusién para el grupo control

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

* Individuos femeninos y masculinos * Individuos menores de 30 afios

* Individuos mayores de 30 afios *  Que tengan diagndstico clinico de

» Sin diagnostico clinico de diabetes diabetes.

»  Mujeres, no haber padecido diabetes *  Que se encuentren en algun tipo de
gestacional tratamiento farmacolégico

*  Valores de glucosa sérica menores de » Valores de glucosa sérica mayores de
125 mg/dL en ayuno 125 mg/dL en ayuno

* Que no se encuentren en tratamiento * No haber firmado consentimiento
farmacolégico de ningun tipo informado

* Firma de consentimiento informado
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Tabla 9 Criterios de inclusion y exclusion para el grupo de pacientes con DT2

Criterios de inclusion Criterios de exclusion
* Individuos femeninos y masculinos * Individuos menores de 30 afios
*  Mayores de 30 afios *  Que no tengan diagnostico clinico de
» Diagnéstico clinico de diabetes tipo 2, diabetes
controlados (glucosa<140 mg/dL) y no * No haber firmado consentimiento
controlados (glucosa>140 mg/dL) informado
* Sin limite en el tiempo de evolucién de
la enfermedad
» Con o sin tratamiento farmacolégico
(hiperglucemiantes clasicos)
» Firma de consentimiento informado

¢. Calculo del tamano de 1a muestra

Calcular la n muestral con el programa Quanto v1.2.4 para un estudio de casos y controles
considerando:
v" Frecuencia de los alelos de riesgo: rs713598 G=0.67, rs1726866 T= 0.31 y
rs10246939 A=0.32 (HapMap, 2018)
v Prevalencia de DT2 en poblacion mexicana: 9.4% (ENSANUT, 2016)
v" Poder estadistico = 80%
v" Riesgo genético= 1.7 (Ramos et al. 2015)
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ViI. METODOLOGIA

a. Determinaciones bioquimicas a partir de sangre capilar

Determinar glucosa, triacilglicéridos y colesterol en ayuno de 8 horas en sangre
capilar mediante la técnica de fotometria de reflectancia con el equipo Accutrende
Plus (Roche) tal como lo indica el inserto y con los correspondientes controles de

calidad.

b. Extraccion de DNA a partir de muestras de saliva

Técnica de Covarrubias modificado de Buffone y Darlington; Millar y Polesky; Maniatis y
Fritsch (Soriano, 2019).

Vi.

Vii.

viii.

Realizar limpieza bucal previa a la recoleccion de la muestra de saliva utilizando
exclusivamente agua y realizar enjuagues por lo menos 3 veces.

Recolectar en un tubo conico, 10 mL de saliva, realizando movimientos circulares de
la boca con la finalidad de estimular la salivacion.

Centrifugar la muestra a 5000 rpm durante 5 minutos y decantar cuidadosamente el
sobrenadante.

Agregar al boton 1 ml de amortiguador TTS (Triton-Tris-Sacarosa). Re suspender el
botén y pasar a un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Agitar hasta homogenizar.

Centrifugar a 14000 rpm durante 6 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante y afadir
1 ml de amortiguador TTS, re suspender.

Centrifugar a 14000 rpm durante 6 minutos a 4°C (repetir de dos a tres veces el paso
anterior).

Al botdn limpio, agregar 570 pL de NaCl 5mM. Agitar durante 2 minutos y colocar
30 pL de SDS al 10%. Agitar durante 5 minutos y agregar 200 uL de NaCl saturado.
Agitar durante 10 minutos.

Centrifugar a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante a un

tubo eppendorf de 1.5 ml y agregar 600 pL de cloroformo/alcohol isoamilico (49:1),
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Xi.

Xii.

mezclar suavemente por inversion durante 10 minutos, centrifugar a 14000 rpm a 4°C
durante 15 minutos.

Tomar la fase superior y pasarla a un tubo eppendorf de 1.5 ml. Agregar el doble del
volumen de etanol absoluto frio para precipitar el DNA con agitacion suave.
Centrifugar a 11000 rpm por 10 minutos a 4°C y decantar sin perder el boton.
Agregar 500 pL de etanol al 70% frio, resuspender el boton y centrifugar a 11000
rpm a 4°C durante 10 minutos. Decantar (Repetir este paso una vez mas).

Secar el boton de DNA y resuspender en un maximo de 200uL de agua estéril a 37°C,

incubar a 37°C por una hora.

c¢. Cuantificacion del DNA

Medir la concentracion y pureza de las muestras de DNA por espectrofotometria
empleando el equipo Epoch (BioTek) y el programa GEN 5. Utilizar como blanco
agua inyectable.

Diluir con agua inyectable cada muestra para obtener una concentracion final de 20

ng/pL en un volumen final de 50 pL.

d. Evaluacion de la integridad del DNA

Evaluar las muestras de DNA mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.
Correr 2 pLL de muestra con 1 uLL de buffer de cargay 1 uL del colorante GELRED a
120V durante 20 minutos en buffer de TBE (Tris-Acido bérico-EDTA)

Analizar los geles de agarosa en el fotodocumentador SmartView Pro UVCI-1000

empleando el software analizador de imagen de Major Science.
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e. Genotipificacion

Realizar el analisis de genotipos por discriminacién alélica con sondas TagMan, empleando
las sondas que se muestran en la tabla 10. La figura 12 muestra un ejemplo de la dispersion
de genotipos que se puede observar en un andlisis de Scatter Plot. Para el caso del equipo
Stratagene Mx3000P gPCR System, Agilent Technologies utilizar el canal HEX para las
lecturas del fluorocromo VIC, ya que este equipo no lo presenta y la longitud de onda es muy

similar entre ellos.

Tabla 10 Sondas TagMan para los polimorfismos rs713598, rs1726866 y rs10246939 del gen TAS2R38
Fuente: hhttps://www.thermofisher.com/mx/es/home.html

SNP SECUENCIA VIC | FAM
rs713598 AGCACACAATCACTGTTGCTCAGTG]C/GICTGCCTCTTCACTACATCCCAAAAA C G
rs1726866 CAGTAGGGGCACAGAGATGAAGGCAJA/G]ICACAGGATGATATCACAAAGAAGCA A G
rs10246939 AACTTGGCATTGCCTGAGATCAGGAIC/T]IGGCTGCATGCCCAGAGGGACAAGCT C T

Z
[
=
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x
5

dR Last for HEX

Alelo T

Fig. 12 Discriminacion alélica con sondas TagMan
Se muestra el grafico que arroja el analisis de Scatter Plot para el SNP rs1726866 del gen TAS2R38 en el que se agrupa
la poblacién en clusters segun el genotipo que presenten.
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Para las reacciones de qPCR seguir el siguiente protocolo
I Preparar cada reaccion de qPCR para la genotipificacion con sondas TagMan
como se indica en la tabla 11:

Tabla 11 Componentes de la reaccion para PCR

Reactivo Cantidad (uL)
Master Mix 2X 5
Sonda TagMan 20X 0.5
DNA (20 ng/uL) 6

ii. Colocar la placa de reaccién en el termociclador (Stratagene Mx3000P gPCR
System, Agilent Technologies) utilizando el protocolo para discriminacion alélica
y procesar bajo las condiciones mostradas en la tabla 12:

Tabla 12Condiciones de reaccion para la PCR en tiempo real

Etapa Temperatura (°C) Tiempo # de ciclos
Activacion de sondas 95 10 minutos 1
Desnaturalizacién 90 15 segundos 40
Hibridacion /extension 60 1 minuto

iii. Analizar los resultados empleando el TagMan Genotyper Software.

f. Equilibrio de Hardy-Weinberg

i.  Verificar en la pagina ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl que las poblaciones en estudio

cumplen con el equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).

g. Analisis estadistico

Realizar la estadistica descriptiva para las variables numéricas y aplicar la prueba de
normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Para las variables que se ajusten a una distribucion
normal analizar la comparacion entre variables mediante la prueba t de Student mientras que
para las variables que no lo hagan analizarlas mediante U- de Mann-Whithey. En cuanto a

las variables categoricas analizarlas con la prueba de X?. Realizar el analisis del desequilibrio

28

——
| —



de ligamiento con el programa Haploview 4.2 (Barrett et al. 2005). El analisis de asociacion
se realizo en funcion del calculo de los OR y el IC 95% Todo el anélisis estadistico se realiz6
con el programa estadistico SPSS (IBM, 2017).




VIII. Resultados

» Caracteristicas demograficas, antropométricas y bioquimicas de las poblaciones
de estudio
En el siguiente apartado se describen las caracteristicas demograficas, antropomeétricas y
bioquimicas de los grupos de estudio cuyos datos fueron recabados a traves de la historia
clinica (Anexo 3) Las graficas 1 y 2 muestran la procedencia de los grupos de estudio.
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Grafica 1 Procedencia de la poblacion control
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M Zacatecaz

W Oaxaca

Grafica 2 Procedencia de la poblacion con DT2
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En la tabla 13 se muestran las caracteristicas antropométricas y bioquimicas de los grupos de
estudio. Para las variables categdricas se reporta el porcentaje de cada caso mientras que para
las variables numéricas se reporta la media y desviacion estandar para aquellas que presentan
una distribucién normal y la mediana y rango para las que no presentan una distribucion

normal.

Tabla 13 Caracteristicas antropométrica y bioguimicas de las poblaciones de estudio

Variable Grupo control Grupo de pacientes con DT2 p
n 115 83 NA
Sexo n (%) n (%) 0.010*
Femenino 68 (59) 64 (77)
Masculino 47 (41) 19 (23)
Edad 48 (30-73) 55 (30-89) <0.001*
IMC 28.10 (21.77-44) 28.54 (22-48.64) 0.275
Glucosa (mg/dl) 90 (41-114) 120 (73-349) <0.001*
TAG (mg/dl) 185 (75-486) 201 (57-584) 0.752
Colesterol (mg/dl) 201.71 + 29.65 210.02 £40.79 0.143
Con AHFD (%) 60.25 85.7 0.070

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05)
NA, no aplica; IMC, indice de masa corporal; TAG, triacilglicéridos; AHFD, antecedentes heredo familiares de diabetes tipo 2.

= Analisis de las muestras de DNA

Se recolectaron un total de 127 muestras de saliva de individuos no diabéticos y 88 muestras
de saliva de individuos diagnosticados con DT2 a las cuales se les extrajo y cuantifico el
DNA. Debido a la variacion en la concentracion de DNA se realiz6 un stock de 20 ng/uL de
cada muestra (cantidad recomendada por el fabricante para realizar genotipificacion por PCR
tiempo real con sondas TagMan). Dado que el termociclador tiempo real empleado para este
experimento tiene la capacidad de detectar una concentracion minima de 10 ng/pL las
muestras que se encontraban por debajo de esta concentracion fueron descartadas, por lo que

la n final para el grupo control fue de 115 y para el grupo de pacientes con DT2 de 83.
Las muestras analizadas se encuentran en condiciones de pureza de Optimas a aceptables. Se

evalud la integridad de las muestras mediante electroforesis en geles de agarosa, en la Fig.

13 se muestra un ejemplo del corrimiento electroforético de las muestras.
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Fig. 13 Integridad de muestras de DNA gendmico extraido de muestras de saliva de individuos no diabéticos (S53-
S55) y de individuos diabéticos (DM1-DM7)
En la parte superior del pozo se indica el ID de la muestra. Corrimiento en gel de agarosa al 1%, tincion con Gel Red, 100
V, 30 minutos, 40 ng/uL de DNA. Se observa diferentes grados de degradacién del DNA en todas las muestras, asi como
variable contaminacion.

A continuacion, se muestran los resultados derivados de la genotipificacion de los SNPs
rs713598, rs1726866 y rs10246939 del gen TAS2R38.

= Analisis de asociacion de los polimorfismos rs713598, rs1726866 y rs10246939

del gen TAS2R38 con diabetes tipo 2 en poblacion mexicana
En la tabla 14 se muestra la evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para cada
uno de los polimorfismos evaluados tanto en el grupo control como en el grupo de pacientes

diabéticos. Los tres SNPs evaluados presentan p>0.05 por lo que cumplen con el EHW.

Tabla 14Equilibrio de Hardy-Weinberg para la poblacién control

SNP Cambio Poblacion n Genotipos n (%) FAM EHW
de a.a.
rs713598 A49P CC CG GG G

Control 115 67(58.3) 45(39.1) 3(26) 0222 0.187
DT2 83 52(62.7) 30(36.1) 1(1.2) 0.193 0.283
rs1726866 V262A cC CT TT T
Control 115 53(46.1) 55(47.8) 7(6.1) 0.300 0.183
DT2 83 43(51.8) 36(43.4) 4(4.8) 0.265 0.404
rs10246939 1296V GG GA AA A
Control 115 42(365) 61(53.0) 12(104) 0.370 0.165
DT2 83 22(265) 49(59.0) 12(14.5) 0.440 0.117

SNP, Polimorfismo de Nucleétido Unico; a.ac, aminoécido; n, nimero de individuos; EHW, equilibrio de Hardy-Weinberg; A, alanina;
P, prolina; V, valina; I, isoleucina. DT2, diabetes tipo 2. FAM, frecuencia alélica menor.

32

——
| —



Una vez que se comprobd que los SNPs cumplian con el EHW se procedio a realizar el
andlisis de asociacion genotipico planteando tres diferentes modelos genéticos: dominante,
recesivo y aditivo. Se muestran las frecuencias genotipicas, asi como la razén de momios
(OR) con un intervalo de confianza del 95%, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos en estudio (Tabla 15).

Tabla 15 Modelos genéticos de asociacion de los polimorfismos en estudio con diabetes
tipo 2 en poblacion mexicana

SNP n MODELO
DOMINANTE RECESIVO ADITIVO
OR p OR p OR p
rs713598 (95% IC) (95% IC) (95% IC)
Control 115
DT2 83 0.832 0.559 0.455 0.641 0.500 1.00
(0.466-1.485) (0.047-4.456) (0.050-5.036)
rs1726866
Control 115 0.795 0.472 0.781 0.479 0.873 1.00
DT2 83 (0.452-1.400) (0.221-2.760) (0.238-3.198)
rs10246939
Control 115 0.689 0.509 0.589 0.122 0.610 0.150
DT2 83 (0.293-1.621) (0.316-1.098) (0.320-1.161)

SNP, Polimorfismo de Nucleétido Unico; OR, Odds ratio; IC, intervalo de confianza; n, ndmero de individuos; DT2, individuos con diabetes tipo 2.

Posteriormente se realizé el andlisis del desequilibrio de ligamiento empleando el programa

Haploview 4.2. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 16 y la Fig. 14.

Tabla 16 Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos del gen TAS2R38

SNP1 SNP2 D’ r?
rs10246939 | rs713598 0.859 0.292
rs1726866 | rs713598 0.806 0.432
rs10246939 | rs1726866 0.782 0.364

SNP, Polimorfismo de Nucleétido Unico. D’, desequilibrio de ligamiento; 1%, coeficiente de correlacion
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Fig. 14 LD Plot para los SNPs rs713598, rs1726866 y rs10246939 del gen TAS2R38 generado en Haploview 4.2.
A) En cada rombo se muestra el valor de D’ X100, mientras mayor es la intensidad del color el valor de D’ es mds cercano
a 1y por lo tanto mayor el desequilibrio de ligamiento. B) en cada rombo se muestra el valor de r? X100, conforme
aumenta la intensidad de color es mayor el valor de r? de manera que el color blanco indica que no hay correlacion entre

los SNPs y el color negro el maximo valor de correlacion. Las distancias de los SNPs se tomaron de la base de datos de
NCBI.

En la Tabla 17 y gréafica 3 se muestran los principales haplotipos del gen TAS2R38 presentes
en la poblacion de estudio y su asociacion con diabetes tipo 2 en poblacién mexicana. La
prueba exacta de Fisher muestra una p<0.05 para el haplotipo PAV que es el mas frecuente

en la poblacién diabética.

Tabla 17 Frecuencia de los haplotipos del gen TAS2R38 encontrados en casos y
controles de la poblacion mexicana

HAPLOTIPO FRECUENCIA

Control DT2
PAI 0.38 0.34
PAV 0.29 0.37
AVI 0.15 0.13
PVI 0.07 0.05
AVV 0.04 0.04
PVV 0.03 0.04
AAI 0.03 0.02
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Gréafica 3 Principales haplotipos del gen TAS2R38 encontrados en la muestra analizada de casos y controles de la
poblacion mexicana

En la tabla 18 se muestran los principales diplotipos encontrados, asi como su frecuencia en
la poblacion evaluada. Se encontraron un total de 16 diplotipos diferentes de los cuales se

consideraron los més frecuentes para el analisis de asociacion.

Tabla 18 Frecuencia de los diplotipos del gen TAS2R38 encontrados en poblacion

mexicana
DIPLOTIPO FRECUENCIA
Poblacion Poblacion DT2
control n (%)
n (%)

AVV/AVV 3(3) 1(1)
PAI/AAI 1(1) 2(2)
PAI/PAI 33(29) 17 (20)
PAI/AVI 2(2) 0(0)
PAI/PVI 6 (5) 1(1)
PAV/AAIL 5 (4) 2(2)
PAV/AVI 32 (28) 22 (27)
PAV/AVV 3(3) 2(2)
PAV/PAI 13 (11) 20 (24)
PAV/PAV 1(1) 2(2)
PAV/PVI 9 (8) 6 (7)
PAV/PVV 2(2) 5 (6)
PVI/PVI 0(0) 1(1)
PVV/AVV 1(1) 2(2)
PVV/PVI 1(1) 0 (0)
PVV/PVV 2(2) 0(0)

35

——
| —



En la grafica 4 y la tabla 19 se muestra la frecuencia de los diplotipos mas comunes
encontrados en la poblacion de estudio y el anélisis de asociacion de los diplotipos mas
frecuentes del gen TAS2R38 en pacientes con diabetes tipo 2 en poblacion mexicana,

respectivamente. El analisis de asociacion se realizé por regresion logistica multinomial.
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Gréfica 4Frecuencia de los diplotipos del gen TAS2R38 encontrados en poblacion mexicana

Tabla 19 Asociacidn de los diplotipos del gen TAS2R38 con diabetes tipo 2 en poblacion

mexicana
DIPLOTIPO FRECUENCIA OR IC95% p
n (%)
PAI/PAI Control  33(29) 0.550 0.269-1.125 0.112
DT2 17 (20)
PAV/PAI Control 13 (11) 2.514 1.131-5.590 0.027*
DT2 20 (24)
PAV/PAV Control 1(1) 2.678 0.237-30.238 0.578
DT2 2(2)
PAV/AVI Control  32(28) 0.803 0.404-1.596 0.602
DT2 22 (27)

* Estadisticamente significativo, prueba exacta de Fisher muestra una p<0.05

Dado que no se alcanzd la n poblacional se calculd el poder estadistico alcanzado (*) y con
base a los resultados de las frecuencias alélicas encontradas en el presente estudio se
recalcul6 la n poblacional que se requiere para alcanzar un poder estadistico de 0.8. Dicho

analisis se llevé a cabo empleando el programa Quanto v1.2.4. (Tabla 20)
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Tabla 20 Célculo del poder estadistico y recalculo de la n poblacional

SNP MODELO DE RIESGO FRECUENCIA OR ¢ PODER TAMANO DE
HERENCIA POBLACIONAL ALELICA ESTADISTICO LA MUESTRA
PARA PE=0.8
RS713598 Dominante 0.832 0.08 2095
Recesivo 0.094 0.193 0.455 0.12 972
Aditivo 0.500 0.61 129
RS1726866 Dominante 0.795 0.11 1214
Recesivo 0.094 0.265 0.781 0.06 4302
Aditivo 0.873 0.08 2246
RS10246939 Dominante 0.689 0.20 501
Recesivo 0.094 0.440 0.589 0.23 416
Aditivo 0.610 0.58 137

SNP, Polimorfismo de Nucleétido Unico; OR, Odds ratio; PE, poder estadistico.
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IX. Discusion

A partir del descubrimiento de las variantes alélicas del gen TAS2R38 que explican hasta en
un 80% la variabilidad de los humanos al sabor amargo (Kim et al. 2003) se ha estudiado su
asociacion con diversas enfermedades, tal es el caso de rinosinusitis cronica (Workman et al.
2018), cancer colorrectal (Carrai et al. 2011), cancer géastrico (Choi et al. 2016), caries
(Wendell et al. 2010), alcoholismo (Ramos et al. 2015), obesidad (Ortega et al. 2016) entre

otras.

El estudio de los receptores del sabor amargo y su participacién en la modulacion del
metabolismo energético surge a partir del descubrimiento de su expresion en el epitelio del
tracto Gl, asi como el descubrimiento de que sustancia de sabor amargo como la berberina
(sal cuaternaria de amonio presente generalmente en las raices de las plantas de la familia
Berberis) (Yunli et al. 2015) y compuestos sintéticos de sabor amargo como ofloxacina
(Dotson et al. 2008) disminuian los niveles de glucosa en sangre via GLP-1 posterior a la

activacion de los receptores T2R38 y T2R9 respectivamente.

Dado que la diabetes tipo 2 representa un grave problema de salud en nuestro pais el presente
estudio tuvo como objetivo principal determinar si existe una asociacion de los haplotipos
PAV y AVI del gen TAS2R38 con diabetes tipo 2. Para ello se evalud una poblacién de 198
individuos, 115 controles y 83 pacientes diabéticos. ElI grupo control (grafica 1) quedd
constituido por individuos que son originarios de 11 entidades federativas de la Republica
Mexicana, procediendo en su mayoria del Estado de México (43%), mientras que el grupo
de pacientes con DT2 (grafica 2) qued6 constituida por individuos que son originarios de 8

entidades federativas, siendo mayoritarios los originarios de la CDMX (41%).

Se analizaron las caracteristicas antropomeétricas de ambos grupos encontrando diferencias
estadisticamente significativas entre el sexo (p=0.010), edad (p<0.001) y valores de glucosa
(p<0.001), estos ultimos eran de esperarse dada la naturaleza de los grupos de estudio (Tabla
12). Estas diferencias estadisticas muestran que los grupos de estudio son heterogéneos y

dichas variables podrian fungir como variables confusoras razon por la cual se consideraron
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como covariables en el analisis de asociacion por regresion logistica multinomial. Un primer
andlisis sobre las covariables mostré que las mujeres poseen mayor riesgo de padecer
diabetes (p<0.05) y que el riesgo aumenta después de los 45 afios (p<0.01) (Datos no
mostrados). Se esperaba que los AHFD mostraran una diferencia estadisticamente
significativa ya que se sabe que es un factor importante para el desarrollo de DT2, sin
embargo, esto no pudo comprobarse en este estudio debido a que de ciertos pacientes no se

contaba con esta informacion.

Antes de realizar el analisis de asociacion se determind si los polimorfismos en estudio
cumplian con el EHW tanto en el grupo control como en el de pacientes con DT2. Los
resultados en la tabla 14 muestran que ambos grupos cumplen con el EHW presentando
p>0.05 en todos los casos. La tabla 21 muestra una comparacion de las frecuencias alélicas
y genotipicas reportadas para poblacién mexicana por el HapMap; por Ramos et al. 2015 y
los obtenidos en el presente proyecto para la poblacion control. Se puede apreciar que aun
cuando se analiza poblacion mexicana tanto las frecuencias alélicas como las genotipicas
difieren entre referencias. Para el caso del polimorfismo rs713598 los resultados
experimentales no concuerdan con ninguna de las dos referencias, ya que en este caso G es
el alelo menor; en el caso del polimorfismo rs1726866 las frecuencias son similares a las
publicadas por el HapMap y finalmente para el polimorfismo rs10246939 aun cuando en los
tres casos las frecuencias difieren se mantiene la tendencia de A como alelo menor y los
genotipos GG y GA en mayor frecuencia. Estas diferencias pueden deberse a la procedencia
geogréfica de la poblacién, en el caso de HapMap estudiaron poblacion que radica en Los
Angeles, California con ascendencia mexicana, mientras que Ramos y colaboradores
trabajaron con una poblacion mestizo-mexicana procedente del estado de Jalisco y el Oeste
de la Republica, y en el presente proyecto gran parte de la poblacién es originaria del centro
del pais. Este comportamiento se ha observado en otras poblaciones, por ejemplo, Sacerdote
et al. 2007 estudiaron una poblacion de 634 italianos encontrando diferencias entre las
frecuencias de los haplotipos PA (rs713598) y AV (rs1726866) de TAS2R38 entre italianos

del sur-centro e italianos del norte.
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Tabla 21Comparacion de las frecuencias de los polimorfismos rs713598, rs1726866 y
rs10246939 del gen TAS2R38 en poblacién mexicana

REFERENCIA rs713598 rs1726866 rs10246939

Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia Frecuencia  Frecuencia
alélica genotipica alélica genotipica alélica genotipica
HAPMAP, 2019 C=0.328 CC=0.109 T=0.321 CC=0.484 G=0.672 GG=0.469
n= 107 G=0.672 CG=0.438 C=0.688 CT=0.406 A=0.328 GA=0.406
GG=0.453 TT=0.109 AA=0.125
RAMOS et al. 2015 C=0.388 CC=0.148 T=0.629 CC=0.134 G=0.621 GG=0.379
n= 375 G=0.612 CG=0.48 C=0.371 CT=0.47 A=0.379 GA=0.485
GG=0.372 TT=0.39 AA=0.137
PROYECTO C=0.778 CC=0.583 T=0.300 CC=0.461 G=0.630 GG=0.365

n=115 G=0.222 CG=0.391 C=0.700 CT=0.478 A=0.370 GA=0.53
GG=0.026 TT=0.061 AA=0.104

Se realizé el andlisis de asociacion de cada uno de los SNPs del gen TAS2R38 con DT2. Este
andlisis de asociacion se llevd a cabo considerando tres modelos de herencia: dominante,
recesivo y aditivo. La medida de asociacion empleada fue la razon de momios (OR) asi como
el IC al 95%. Los resultados de la tabla 15 muestran en todos los casos una p >0.05 por lo
que con base a los valores de OR y el IC 95% se concluye que no existe asociacion de los
SNPs del gen TAS2R38 con DT2 en la muestra de poblacion mexicana analizada. Aun cuando
no existe algin reporte del comportamiento de este gen y sus variantes polimorficas en
poblacion diabética mexicana y a nivel mundial son pocos los estudios publicados sobre el
tema, los resultados obtenidos en la presenta investigacién concuerdan con los reportados
por Dotson et al. 2008 en poblacion Amish en la que tampoco se encontrd asociacion alguna

de estos polimorfismos con DT2.

La literatura reporta que los SNPs rs713598, rs1726866 y rs10246939 del gen TAS2R38 se
encuentran en desequilibrio de ligamiento, por lo que se pueden heredar en bloques
generando dos haplotipos principales, el haplotipo PAV que corresponde a la variante

catadora de sabores amargos y el haplotipo AVI que corresponde a la variante no catadora.

Se realizo el andlisis del desequilibrio de ligamiento por medio del programa Haploview 4.2.
El LD Plot generado muestra que los tres SNPs presentan valores de D’ muy cercanos a 1,
sin embargo, los valores de r? son muy inferiores a 1, estos resultados indican que los tres

SNPs en estudio se encuentran en desequilibrio de ligamiento, pero no pueden ser evaluados
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por separado considerando a alguno de ellos como TagSNP debido a que el coeficiente de
correlacion r? es inferior a 1. Estos resultados concuerdan con la evidencia de que la actividad
bioquimica y fisiologica del receptor T2R38 depende en conjunto de la presencia e
interaccion de los aminoacidos codificados por lo polimorfismos rs713598, rs1726866 y
rs10246939.

A nivel mundial los haplotipos de TAS2R38 mas frecuentes son PAV y AVI (Ramos et al.
2015) Sin embargo, en el presente estudio, de los 7 haplotipos presentes en la poblacién
mexicana evaluada los haplotipos PAI y PAV son los més frecuentes tanto para el grupo
control como para el grupo de pacientes con DT2. Risso et al. 2016 reportaron la presencia
del haplotipo PAI en una frecuencia de 0.32% en poblacién europea, ausente para poblacion
americana y a nivel mundial se ha reportado s6lo en el 0.18% por lo que se le ha clasificado
como un haplotipo extremadamente raro. En poblacion mexicana Ramos et al. 2015 reportan
dos haplotipos principales que representan el 96% de todos los haplotipos: AVV (60%) y
PAI (36.5%), este ultimo concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio.
Contrario a lo que se esperaba, el haplotipo AVI solo se encontrd en el 15% de la poblacién
y se identificaron cuatro haplotipos raros: PVI (7%), AVV (4%), PVV (3%) y AAI (3%).
Cabe mencionar que Risso et al. 2016 reporta el haplotipo AVV como ausente en poblacion
americana y con frecuencia del 5% en poblacion europea, aun cuando la frecuencia de este
haplotipo en poblacion mexicana fue inferior a la reportada por Ramos et al. 2015 se

confirma su presencia en poblacién mexicana, asi como la prevalencia del haplotipo PAL.

Como se puede apreciar en la grafica 3 el haplotipo PAV es el mas frecuente en poblacion
diabética mexicana por lo que se esperaria una asociacion de riesgo de este haplotipo con

DT2 en poblacion mexicana.

Dado que la poblacion diabética puede presentar el haplotipo PAV tanto en forma
homocigota como heterocigota se realizo el analisis de asociacion empleando los diplotipos.
En general se identificaron 16 diplotipos diferentes de los cuales PAI/PAI (29%) y PAV/AVI
(28%) fueron los mas frecuentes en el grupo control, mientras que para el grupo DT2
PAV/PAI (24%) y PAVIPAV (2%) fueron los més frecuentes (tabla 18).
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El anélisis de asociacion se llevo a cabo entre los diplotipos de mayor frecuencia. Los
resultados mostraron una asociacion de riesgo del diplotipo PAV/PAI con DT2 (p= 0.027)
(OR=2.514 [1.131-5.590]). Si bien no se encontro asociacion con el diplotipo PAV/PAYV se
puede observar en la gréafica 4 una tendencia de este a presentarse en mayor frecuencia en el
grupo de pacientes con DT2 por lo que seria importante aumentar la n para que se defina la
asociacion o no de este diplotipo con DT2. Este resultado fue contrario al propuesto en la
hipotesis, ya que se esperaba que la asociacion de riesgo fuera con el haplotipo AVI dado
que los individuos que portan este haplotipo no pueden activar la via de sefializacion
propuesta para el mecanismo endocrino de TAS2R38 que lleva a la liberacion de GLP-1y

por tanto a la regulacién de la homeostasis de glucosa.

Seria complicado inferir el mecanismo bioquimico que explique este comportamiento, sin

embargo, fisiol6gicamente podria tener la siguiente explicacion:

Los mecanismos de percepcién del sabor pueden afectar las cualidades percibidas de los
alimentos e impactar en las preferencias e ingesta de estos (Dotson et al. 2008). Muchos
vegetales de la familia Cruciferae se caracterizan por poseer sabores amargos que les
confieren los glucosinolatos que presentan, tal es el caso del berro, brocoli, diversos tipos de
coles, nabos, bok choy, mostaza, entre otros. Sandell & Breslin, 2006 demostraron que los
individuos homocigotos para PAV perciben los sabores de estos alimentos con mayor
intensidad, los homocigotos para AVI no los perciben y los heterocigotos PAV/AVI los

perciben con una intensidad intermedia.

Ramos et al. 2015 reportan que tanto el haplotipo PAV como el PAI tienen el mismo efecto
de respuesta al sabor de PCT y PROP. Bajo esta premisa se puede plantear que los individuos
que son tanto homocigotos como heterocigotos para el haplotipo PAV al percibir el sabor
amargo de los alimentos con mayor intensidad, principalmente verduras, los rechazarian y
consumirian mayor cantidad de carbohidratos que a largo plazo seria un factor de riesgo
importante para el desarrollo de DT2 (Fig. 15), por el contrario, los individuos homocigotos

para el haplotipo AVI, al no percibir este sabor amargo caracteristico de estos alimentos los
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consumirian en mayor cantidad y en general llevarian una dieta méas balanceada,

lamentablemente este supuesto no fue analizado en la poblacién de estudio.

La asociacion entre los polimorfismos rs713598, rs1726866 y rs10246939 y los haplotipos
PAV y AVI con las preferencias alimentarias no es muy clara ain y en poblacién mexicana
no se ha estudiado. En nifios es evidente la asociacion entre las variantes catadoras y la
preferencia de consumo de carbohidratos, asi como la asociacion entre las variantes no
catadoras y el consumo de vegetales (Pawellek et al. 2016; Cont et al. 2019; Mennella et al.
2005) mientras que, en adultos, autores como Hiroko et al. 2013, Keller et al. 2013,
Deshaware & Singhal, 2017 y Lambert, 2018 reportan que no hay asociacién entre los
polimorfismos y haplotipos de TAS2R38 con preferencias alimentarias. Otros autores como
Dotson et al. 2009, Perna et al. 2018 y Sacerdote et al. 2007 reportan asociacion de rs1726866
(T785C) con preferencias alimentarias en mujeres Amish, mientras que en poblacion italiana
se asocio a la variante rs713598 con la preferencia al consumo de mantequilla, cerveza, carne
cruda, helado y derivados de lactosa. Duffy, 2007 reporta que tanto nifios como adultos que
son catadores para PROP consumen menor cantidad de vegetales. Dichos estudios apoyarian
la nueva hipotesis planteada que asocia la presencia de los haplotipos PAV y PAI con la
preferencia alimentaria e ingesta energética en poblacion mexicana que se muestra en la fig.
15.

Preferencia e Preferencia e
ingesta de f ingesta de ' GLE&%&iEN
alimentos dulces alimentos amargos
A v Preferencia e ' Preferencia e * GLUCOSA EN
ingesta de ingesta de
alimentos dulces alimentos amargos it

Fig. 15 Impacto de las preferencias alimentarias en la homeostasis de glucosa mediada por T2R38
Adaptado de: Chamoun et al. 2018
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X. Conclusion

Se identifico a PAI como uno de los haplotipos principales del gen TAS2R38 en poblacion
mexicana. El haplotipo heterocigoto PAV/PAI se asocia al riesgo de desarrollar diabetes tipo
2 en poblacion mexicana, vinculadas posiblemente a preferencias alimentarias, por lo que

con base a estos resultados, se rechaza la hipotesis planteada.
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XI. Perspectivas

v Determinar si existe asociacion de los polimorfismos y haplotipos del gen TAS2R38
con preferencias alimentarias en poblacion mexicana.

v' Realizar el docking molecular del haplotipo PAI del receptor T2R38 con PTC con la
finalidad de investigar como afecta este cambio de aminoécidos la estructura y
funcion del receptor.

v Incrementar la n poblacional en el estudio de asociacién con diabetes para mejorar el

poder estadistico.
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ANEXO 1

prany UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO o

— FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA =~ =
H1a COMISION DE ETICA B
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6 de marzo del 2018

Dra. Sandra Diaz-Barriga Arceo
FES Cuautitlan
Presente

Dra. Diaz-Barriga:

En respuesta a su solicitud de revisidn del Protocolo de Investigacion:
Genaotipificacion de los polimorfismos rs713598: AP, rs1726866: AV, rs10246939:
IV del gen TAS2R38, en células del epitelio de la cavidad oral
de pacientes con diabetes tipo 2
y del formato de Consentimiento Informado que Ustedes han elaborado pera
recabar las muestras de las personas que proporcionaran las muestras de saliva y
sangre periférica, me permito informarle que esta Comision ha determinado emitir

el diclamen con folio Ext/01/2018 de:

Avalado sin recomendaciones

Agracecemos su confianza en esta Comisidn y les deseamos éxito en su proyecio.

Atentamente

%;dp

&

Prof. Ma. Eugenia Isabel Heres y Pulido
Presidente de la Comisién de Etica
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ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO EN MATERIA DE INVESTIGACION

Titulo del protocolo: Genotipificacion de los polimorfismos rs713598: A/P, rs1726866:
A/V, rs10246939: 1/V del gen TAS2R38, en células del epitelio de la cavidad oral de
pacientes con diabetes tipo 2

Investigador principal: Dra. Sandra Diaz Barriga Arceo

Sede donde se realizara el estudio: Laboratorio de Citogenética, L-521. Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan. Campo 1. UNAM

Nombre del paciente:

A usted se le esté invitando a participar en este estudio de investigacion clinica. Antes de
decidir si participa o no, debe conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados.
Este proceso se conoce como consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para
preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira
que firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y
fechada.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

Determinar si existe asociacion entre la capacidad de degustar sabores amargos (determinada
por polimorfismos de TAS2R38) y la diabetes tipo 2.

BENEFICIOS DEL ESTUDIO

De existir una asociacion entre la capacidad de degustar sabores amargos y diabetes tipo 2
este conocimiento servira para disefiar estrategias de intervencién alimenticia en poblaciones
de alto riego, con la finalidad de prevenir y/o retardar en la medida de lo posible el desarrollo
de la enfermedad.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

El presente proyecto se trata de un estudio de casos y controles, transversal y retrospectivo.

Poblacion problema

Criterios de inclusién: Individuos ambos sexos, entre los 30 y 65 afios con diagndstico clinico

de diabetes tipo 2.

Criterios de exclusion: Individuos menores de 30 afios y mayores de 65 que no tengan
diagnostico clinico de diabetes.
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Poblacion control

Criterios de inclusién: Individuos de 30 a 65 afios, sin diagndstico clinico de diabetes, valores
de glucosa sérica menores de 120 mg/dL en ayuno, valores de colesterol sérico menores de
200 mg/dL en ayuno y valores de TAG menores de 150 mg/dL.

Criterios de exclusion: Individuos menores de 30 afios y mayores de 65 afios, con diagndstico
clinico de diabetes, valores de glucosa sérica mayores de 120 mg/dL en ayuno, valores de
colesterol sérico mayores de 200 mg/dL en ayuno y valores de TAG mayores de 150 mg/dL.

Si reline las condiciones para participar en este protocolo y desea aceptar participar se le
realizaran las siguientes pruebas y procedimientos:

1.

2.

~

Se le solicitard que responda un cuestionario para conocer sus antecedentes familiares
y personales, asi como un cuestionario de héabitos alimentarios.

Los investigadores mediran su peso, circunferencia de cintura y presion arterial.

Se le dard a probar una tira de papel impregnada con una solucion de
feniltiocarbamida al 0.1% con la finalidad de saber si usted es degustador o no
degustador de esta sustancia.

Se le tomara una muestra de 10 ml de sangre. Para ello, es necesario que se presente
en ayuno de 8 a 12 horas, sin haber ingerido bebidas alcohdlicas 24 horas antes.

Se le tomard una muestra de 10 ml de saliva. Para ello, es necesario que se presente
con aseo bucal.

La toma de muestras se realizara en el Laboratorio de Citogenética, L-521 de la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan. Campo 1. UNAM. Su muestra de sangre
servird para hacer mediciones de glucosa sérica, colesterol y triacilglicéridos,
mientras que la de saliva se usard para obtener DNA, el cual seréd utilizado para
realizar estudios genéticos y/o serda almacenada en la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM. Su
muestra sera codificada de acuerdo con el nimero que se le asigne en el estudio por
la QFB Maria Llasbeth Hernadndez Calderdn a quien podra contactar en el correo
electronico fesc.llasheth@gmail.com para cualquier duda y/o aclaracion. Cabe
mencionar que quién tenga acceso a su muestra de DNA, sus resultados o sus analisis,
no tendra acceso a su nombre y datos personales.

Una vez concluido el presente estudio, su muestra de DNA sera destruida.

Si asi lo desea se le entregaran los resultados de sus determinaciones bioquimicas y
genéticas y en caso de estar alteradas se le canalizara a los servicios de salud
correspondientes.
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RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Antes de la toma de muestra de sangre periférica debe indicar si toma algun tipo de
anticoagulante. Durante el procedimiento para obtener la muestra de sangre de una vena del
brazo, puede sentir alguna molestia o dolor ligero. En algunas personas se puede presentar
un hematoma (moretdn) que desaparecerd en algunos dias y no implica riesgo alguno. Para
los degustadores de feniltiocarbamida su sabor puede causar desagrado.

ACLARACIONES

e Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

e No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la
invitacion.

e Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aun
cuando el investigador responsable no se lo solicite, pudiendo informar o no, las
razones de su decision, la cual sera respetada en su integridad.

e No tendra que hacer gasto alguno durante el estudio.

e No recibira pago por su participacion.

e En el transcurso del estudio usted podré solicitar informacién actualizada sobre el
mismo al investigador responsable.

e La informacién obtenida en este estudio, utilizada para la identificacion de cada
paciente, serd mantenida con estricta confidencialidad por el grupo de investigadores.

e Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi
lo desea, firmar la Carta de Consentimiento Informado que forma parte de este
documento.
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, he leido vy
comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden ser
publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de
investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Firma del participante o del padre o tutor Fecha
Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha

Esta parte debe ser completada por el Investigador (o su representante):

He explicado al Sr(a) la naturaleza'y
los propdsitos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que
implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he
preguntado si tiene alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el presente
documento.

Firma del investigador

Fecha:
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CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo: Genotipificacion de los polimorfismos rs713598: A/P, rs1726866:
A/V, rs10246939: 1/V del gen TAS2R38, en células del epitelio de la cavidad oral de
pacientes con diabetes tipo 2

Investigador principal: Dra. Sandra Diaz Barriga Arceo

Sede donde se realizar el estudio: Laboratorio de Citogenética, L-521. Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan. Campo 1. UNAM

Nombre del paciente:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de investigacion
por las siguientes razones (Opcional):

Si el paciente asi lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacion que
se haya recabado sobre él, con motivo de su participacion en el presente estudio.

Firma del participante o del padre o tutor Fecha
Testigo 1 Fecha
Testigo 2 Fecha

c.c.p El paciente

(Se debera elaborar por duplicado quedando una copia en poder del paciente)
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ANEXO 3

HISTORIA CLINICA

Ficha de identificacion

NOMBRE:

EDAD: SEXO:

DIRECCION:

ESTADO CIVIL:

OCUPACION:

ESTADO DE LA REPUBLICA PROVENIENTE:

GRUPO SANGUINEO:

Antecedentes heredofamiliares

Sus padres, abuelos o hermanos é¢padecen o
padecieron; alguna o algunas de las
enfermedades mencionadas? Trace una cruz
en la columna que corresponda

Obesidad

Diabetes

Cancer
Hipercolesterolemia
Hipertrigliceridemia
Hipertensidn arterial
Alcoholismo
Tabaquismo

Otras no mencionadas

ALERGIAS:

Antecedentes personales patolégicos

¢Padece o padecié alguna o algunas de las
enfermedades mencionadas? Trace una cruz
en la columna que corresponda

Obesidad

Diabetes

Cancer
Hipercolesterolemia
Hipertrigliceridemia
Hipertension arterial
Alcoholismo
Tabaquismo

Otras no mencionadas
En caso de ser diabético, ¢ Tiempo de evolucion de la
enfermedad?

¢éSe ha realizado, en los ultimos 3 meses, la prueba de
hemoglobina glicosilada? No__Si ¢Cudl es su valor?

——
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¢Cudntas comidas realiza al dia?
¢Cudles son sus alimentos preferidos?

¢Con qué frecuencia los consume?
éQué alimentos no le agradan / no acostumbra?

¢Algln alimento le causa malestar? ¢ Cual?
¢Es alérgico o intolerante a algin alimento? No Si éCudl?

Frecuencia en consumo de alimentos

¢Con que frecuencia consume los siguientes alimentos y bebidas?

Alimento /Bebida Diario Semanal Quincenal Mensual Nunca

Papa

Frijol

Chicharos

Pepino

Calabaza

Lechuga

Espinaca

Coles de Bruselas

Coliflor

Brocoli

Soya

Toronja

Té verde

Café

Cerveza

Bebidas alcohdlicas
éCudles?
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¢, Con que frecuencia consume los siguientes alimentos y bebidas? (Continuacién)

Alimento /Bebida

Diario

Semanal

Quincenal

Mensual

Nunca

Mantequilla

Manteca

Chicharrén

Sustituto de crema

Chorizo

Tocino

Crema

Mayonesa

Aderezo cremoso para
ensaladas

Chocolates

Aceites de maiz

Ajonjoli / girasol

Vinagreta

Aceite de oliva

Aceite canola

Aguacate

Margarina

Agua preparada de sabor

Polvo para beber de
sabor

Azlcar

Cajeta

Mermelada

Miel

Caramelo

Chicle

Chocolate en polvo

Gelatina

Nieve de frutas

Helados de crema

Jugos industrializados

Refrescos

Informacion complementaria

;Usted fuma? No:

¢,Con qué frecuencia?

¢Realiza alguna actividad fisica? No Si éCuadl?

frecuencia?

¢ Cantidad?

¢Con qué
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Indicadores Antropomorficos

PARAMETRO RESULTADO

Peso (kg)

Talla (m)
Circunferencia abdominal (cm)

Indicadores bioquimicos

PARAMETRO (mg/dL) RESULTADO
Glucosa
TAG
Colesterol

Indicadores del gusto

Escala de sensibilidad

PRUEBA Sensibilidad Sensibilidad Sensibilidad
PTC ALTA alaPTC | MEDIA ala PTC BAJA ala PTC
(+++) (++) (+)

Deseo conocer mis resultados

Nombre y firma

Comunicarse al numero telefénico: y/o al correo electrénico:
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