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RESUMEN

La variante rs13266634 en el gen SLC30A8 codifica para una sustitucion de un aminoacido
(Arg > Trp) en la posicién 118,184,783 del cromosoma 8 de un transportador de zinc que se
expresa principalmente en el pancreas (ZnT8). Este polimorfismo de un solo nucledtido
(SNP) se ha asociado con el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 en diversas poblaciones. El
zinc es necesario para la produccion, el almacenamiento y la liberacién de insulina en las
células beta del pancreas. La deficiencia de este nutrimento inorganico se ha asociado con
anormalidades en el metabolismo de la glucosa. Las concentraciones bajas de zinc son
frecuentes entre las mujeres mexicanas. No se han realizado estudios sobre el papel del
estado de nutricion del zinc, la presencia de la variante de riesgo del polimorfismo
rs13288834 y alteraciones en el metabolismo de la glucosa e insulina. El objetivo de este
estudio fue evaluar la asociacion entre la variante rs13266634 y la concentracién de
glucosa, insulina, e indicadores del estado de nutricién del zinc en una muestra de mujeres
en edad reproductiva de la zona de Santa Fe de la Ciudad de México. Se realizé un estudio
piloto transversal en una muestra de 43 mujeres no embarazadas, que aceptaron participar
en el estudio. Las concentraciones de glucosa, insulina y zinc en plasma vy eritrocitos se
midieron usando técnicas de referencia. Se obtuvo DNA de sangre total. La variante
rs13266634 fue genotipificada por discriminacién alélica. Los genotipos se encontraron en
el equilibrio de Hardy Weinberg. La Unica variable que mostré diferencia asociada con el
genotipo es la concentracién de zinc en glébulos rojos. Las mujeres que tienen al menos
una copia del alelo C fueron las que tuvieron menores concentraciones de zinc y las

diferencias alcanzaron significancia tanto en el plasma, como en glébulos rojos.



INTRODUCCION

El zinc es un nutrimento inorgdnico que participa en numerosos procesos bioguimicos, por

lo que su deficiencia tiene repercusiones graves para la salud.

La prevalencia de la deficiencia de zinc en el mundo es aproximadamente de 20% vy

probablemente sea mas alta en paises menos desarrollados.

Las mujeres en edad reproductiva tienen mayor riesgo a presentar deficiencia plasmatica
de zinc. En la Ciudad de México, el 44% de las mujeres presenté deficiencia severa, aunado
a que las mujeres son mas propensas que los hombres a desarrollar alteraciones en el
metabolismo de los hidratos de carbono, 10.3% vs 8.4%, de acuerdo con la Encuesta

Nacional de Salud y Nutricién de Medio Camino 2016.

La variante alélica rs1326634 del gen SLC30A8 se asocia con una disminucién en la
secrecion de la insulina provocando un aumento en las concentraciones de glucosa. La
variante de riesgo es mas frecuente en la poblacion mexicana (75%) que en paises
europeos (71.7%) o asiaticos (54.3%). El presente trabajo es un estudio piloto para evaluar
si existe una relacion entre la frecuencia de la variante rs13266634 del gen SLC30A8 vy la

concentracién de zing, insulina y glucosa en poblacién mexicana.



MARCO TEORICO

Il Zinc

El zinc (Zn) es un nutrimento indispensable presente en todos los tejidos vegetales y
animales. (1) El cuerpo humano contiene de dos a cuatro gramos de este nutrimento (2); el
85% se encuentra en el musculo y el hueso. El zinc tiene funciones cataliticas vy
estructurales y de regulacion (3) en el metabolismo de los aminoacidos, en la sintesis de
acidos nucleicos, en la formacion de cerca de trescientas metaloenzimas y especificamente
participa en el metabolismo de los hidratos de carbono; tiene un papel en la sintesis,
almacén, secrecién y accién de la insulina (4, 5). Ademds, como se ha observado en
estudios experimentales (6), el zinc tiene una actividad bioldgica semejante a la insulina en
la lipogénesis, en el transporte de la glucosa y en la produccién de leptina en humanos (7).
El Zn es un nutrimento fundamental en el crecimiento, en el sistema inmune, en el
reproductivo y ademads, promueve la reproduccion celular y la reparacion de tejidos (1, 8,

9).

En el cuadro 1 se muestran algunos ejemplos de las principales fuentes dietéticas de zinc,
gue son, por ejemplo: los cereales integrales, el germen de trigo, la levaduras, los ostiones,
las oleaginosas vy los tejidos animales (visceras, clara del huevo), que tienen una mejor

biodisponibilidad vs los alimentos vegetales (10).



Cuadro 1. Fuentes dietéticas de zinc

A continuacion algunos ejemplos de alimentos ordenados de mayor a menor contenido de

zinc.

ALIMENTO Contenido de zinc en mg por 100g de
alimento crudo
Ajonjoli 7.75
Ostiones sin concha 74.7
Higado de cerdo 5.76
Higado de res 4.3
Calamares 4
Lentejas 3.61
Yema de huevo 3.38
Nuez de castilla 3.2
Habas 3.14
Higado de pollo 3.07
Sardinas en aceite 3
Cacahuate 2.9
Frijol 2.79
Harina de maiz nixtamalizada 2.5
Carne de res 2.46
Carne de pollo 1.21

Fuente: Tablas de composicidn de alimentos y productos alimenticios mexicanos 2015 (11)

1.l Absorcidn, almacenamiento y excrecién

El principal sitio de absorcidn de zinc proveniente de la dieta es el intestino delgado,
especialmente el yeyuno. El proceso digestivo comienza cuando el pH gastrico se eleva y
libera el Zn de los alimentos, el cual se une a compuestos orgdnicos tales como
aminoacidos, fosfatos y otros acidos orgdanicos. El Zn se libera de los enterocitos, atraviesa

la membrana basolateral y es transportado a la circulacion portal (12).




El zinc que se absorbe depende de la cantidad ingerida y del requerimiento individual del
organismo, pero también de la presencia de alimentos que promuevan su absorcién como
son, por ejemplo, la leche. Por el contrario, la biodisponibilidad de este nutrimento se ve
afectada por la presencia de inhibidores de su absorcion como es el acido fitico, un
compuesto presente en los cereales (13, 14). La excrecién enddgena del zinc al igual que la
absorcién, responden al consumo, a la cantidad absorbida y a las necesidades fisioldgicas:

como las renales, las dérmicas y las pérdidas fecales (15, 16).

Por otro lado, dado que los metales divalentes como el hierro, cobre, zinc, cadmio y
magnesio comparten el mismo factor de transcripcion de respuesta a metales en el
intestino —MTF1, por sus siglas en inglés- la ingestion excesiva de uno de estos elementos
puede limitar la absorcion de los otros y en el caso del zinc, conduce a un aumento en la
excrecion intestinal (17). Los genes transportadores de Zn que responden de manera
similar complementan esta adaptacion metabdlica; sin embargo, estd respuesta puede

modificarse por el polimorfismo del gen transportador al no permitir la acumulacion de Zn.

Cabe sefialar que el organismo no cuenta con una reserva especifica de zinc, por lo que un
consumo adecuado y el mantenimiento de la homeostasis son indispensables para el
correcto funcionamiento del organismo. El ayuno prolongado, el estrés y las infecciones
pueden producir cambios en las concentraciones plasmaticas de zinc; ademas de las
pérdidas de zinc a través de la menstruacion, el semen, el sudor, la descamacién de células
epiteliales y durante el crecimiento del cabello y las ufias (18). La Figura 1 esquematiza el

metabolismo del zinc.

Figura 1. Metabolismo del zinc
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LIl Transportadores de zinc

La homeostasis del zinc esta regulada por tres familias de proteinas. La primera familia se
identifica como SLC (solute like carrier, por sus siglas en inglés), también Illamada familia
transportadora de zinc (ZnT), la segunda familia de transportadores son los ZIP (Zrt, Irt-like
protein por sus siglas en inglés) (20) y la tercera son las metalotioneinas (MTs) (21, 22, 23).
Los transportadores se encuentran localizados en las membranas plasmaticas de las
células, especificamente los ZnT estan localizados en las membranas de los granulos

secretores de insulina (ISG) (24).

Los ZIP son responsables de transportar el zinc del citoplasma a los espacios extracelulares
y a las vesiculas intracelulares, mientras que los ZnT regulan el flujo de zinc. (25). Los
transportadores responden a la concentracion de zinc proveniente de la dieta actuando de
la siguiente manera; en estado de deficiencia aumenta el transporte intestinal de zinc y su
absorcidn, por el contrario, esta accién disminuye durante una concentracién adecuada de
este mineral. (26). Algunos estudios sugieren que este Ultimo mecanismo se debe a la
produccion de metalotioneina (proteina de bajo peso molecular), que se produce cuando
hay elevadas concentraciones de zinc, uniéndose a él y evitando su absorcion por las

células intestinales. (25, 27)

En el 2004, el gen SLC30A8 que codifica a la proteina transportadora de zinc ZnT8, la cual se
expresa en el pancreas, principalmente en las células beta de los islotes de Langerhans v,
gue ademas su funcién depende de factores como la edad, el sexo y la dieta, mostré que
facilitaba la acumulacion de zinc desde el citoplasma hasta las vesiculas intracelulares que
contienen insulina (28-31), lo que sugiere dos cosas: su participacion en el metabolismo de
los hidratos de carbono y que la expresion del gen SLC30A8 esta regulada por el estado de
nutricion del zinc (32). El cuadro 2 muestra las caracteristicas generales del gen como son la
localizacion cromosomica, el nimero de exones y el nimero de acceso para su
identificacion en la base de datos Gene Bank (33) que corresponde a la familia del gen

SLC30.
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Cuadro 2. Familia de los genes humanos SLC30

Nombre del gen Localizacién Ndmero de Ndmero de Autory afio
cromosomica exones acceso en el
Banco de Genes
SLC30A1 1932.3 2 AF323590 Nanji, et al,
2000
SLC30A2 1p36.11 7 NM_032513 ltsumura N, et
al, 2016
SLC30A3 2 p23.3 8 NM_003459 Pérez C, et al,
2016
SLC30A4 ° ° AF025409 Huang L, et al,
1997
SLC30A5 ° ° AY089991 Devergnas S, et
al, 2004
SLC30A6 2p22.3 14 NM_017964 Adelino JE, et
al, 2017
SLC30A7 2 2 AY094606 Devergnas S, et
al, 2004
SLC30A8 8q24.11 11 NM_001172815  Seve M, et al,
2004
SLC30A9 4 p13 18 NM 006345  PérezY, etal,
2017
SLC30A10 b b BK004163 b

Fuente: GeneBank
? =informacion no disponible
= informacién removida por no tener pruebas experimentales que apoyen lo publicado

1.V Homeostasis

El cuerpo tiene una importante capacidad homeostatica para aumentar la eficiencia de la
absorcion y limitar las pérdidas en el organismo en respuesta a las diferentes
concentraciones en la dieta. El principal sitio de regulacién es el tracto gastrointestinal,
especificamente el intestino delgado, el higado y el pancreas donde ocurren cambios en la
absorcidon y excrecién fecal endégena de zinc; éste dltimo actla como el principal
mecanismo para la homeostasis. Sin embargo, se ha demostrado una accién sinérgica entre

la absorcién y la excrecion (34). En la excrecién urinaria también ocurren cambios, pero son

11



menores en comparacion con el ajuste que se lleva a cabo en el tracto gastrointestinal. La
homeostasis renal se activa solamente cuando la ingestién de zinc es extremadamente baja
y tiene un efecto minimo en la conservacion de este mineral, ya que la cantidad de zinc que
se pierde a través de la orina es menor que la excretada en las heces, aproximadamente es
de 0.5mg por dia, pero en circunstancias de agotamiento las pérdidas urinarias son aun

menores (35, 36, 37).

A pesar de lo anterior, existen limites en la adaptacion, como es en un estado de deficiencia
marginal de zinc, en donde el organismo no puede mantener la homeostasis y reemplazar

las pérdidas enddgenas presentandose entonces un balance negativo (9, 37).

.V  Deficiencia de zinc

De acuerdo con organismos como la Organizacion Mundial de Salud (OMS), el Fondo de las
Naciones Unidas para la Infancia (UNICEF) y la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura (FAQ), las deficiencias de vitaminas y nutrimentos inorganicos
constituyen un problema grave de salud mundial, particularmente las deficiencias de
vitamina A, yodo, hierro y zinc (38, 39, 40). En el caso particular del zinc, se estima que la
prevalencia de su deficiencia alrededor del mundo es del 20% y probablemente sea mas

alta en paises menos desarrollados (41).

Las personas vulnerables a presentar deficiencia de zinc son las mujeres y los nifios (14, 42,
43). La deficiencia se atribuye principalmente a una dieta baja en zinc y a la presencia de
inhibidores de su absorcién, como es el acido fitico presente en los cereales (44, 45). En el
caso particular de la poblacidon mexicana, existen pocos estudios que describan el consumo
de zinc, aunque se ha documentado que en general la ingestidon de este nutrimento se
encuentra por debajo de las recomendaciones por grupo etario y condicion fisioldgica
(11mg/d) (46). Sin embargo, quienes tienen problemas de mala absorcién intestinal, por
ejemplo: esprle tropical, enfermedad de Crohn o sindrome de intestino corto, tienen

mayor riesgo de deficiencia clinica, asi como los individuos con acrodermatitis

12



enterohepatica —asociada con la mutacién del gen Zip4- que conduce a una mala absorcion

y por consiguiente, deficiencia (47).

En cuanto a las mediciones plasmaticas, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Nutricion
de 1999, el 29.7% de las mujeres en edad reproductiva tienen deficiencia de este
nutrimento (48, 49). En el caso del Distrito Federal se observd que la deficiencia severa
(70ug/dL o menor) de Zn plasmatico en mujeres en edad reproductiva fue del 44%, en
tanto que la moderada (85ug/dL) alcanza hasta 88%. Esta Ultima deficiencia fue
significativamente mds frecuente en mujeres con intolerancia a la glucosa (50), lo que

sugiere que la prevalencia de deficiencia esta subestimada.

El Zn tiene una participacion importante en muchos procesos bioquimicos por lo que su
deficiencia tiene diversas repercusiones en la salud. La deficiencia de este nutrimento se
asocia con resistencia a la insulina, hiperzincuria y bajas concentraciones de Zn en plasma;
(8) asimismo, se asocia con una mayor morbilidad y mortalidad causada por enfermedades
infecciosas (51). Destacan también los efectos bioldgicos y clinicos graves que pueden
ocurrir por la deficiencia, tales como alteraciones en el estado de hipercatabolismo y que,
entre otros signos, se manifiesta de la siguiente forma (52, 53):

e Pérdida de peso, que cuando es crénica puede frenar el crecimiento en los nifios y

puberes

e Infecciones intercurrentes

e Hipogonadismo en los varones

e Hipogeusia

e Mala cicatrizaciony

e Deterioro de la respuesta inmunoldgica

Ademas, durante la gestacién, la deficiencia de Zn puede tener efectos adversos como
mayor riesgo de embarazo pretérmino, malformaciones congénitas, hipertensiéon, abortos

espontaneos, hemorragia y retardo en el crecimiento intrauterino (54).

Asimismo, varios ensayos clinicos se ha encontrado que la deficiencia de es un factor de

riesgo que se asocia con intolerancia a la glucosa y diabetes mellitus tipo 2; (55) por lo

13



tanto, las anormalidades en el metabolismo de Zn podrian tener un papel en la patogénesis

de la diabetes y sus complicaciones.

II.LVI Etapas en la deficiencia de zinc

King propuso lo cambios progresivos en la deficiencia de zinc con base en la respuesta

metabdlica y homeostatica. La Figura 2 muestra este modelo:

Figura 2. Etapas de la deficiencia de zinc moderada y severa
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Fuente: King JC (37)
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I.LVIl  Accidn del zinc sobre el metabolismo de la insulina

La insulina se almacena en las células beta del pancreas como un complejo de zinc e
insulina que se encuentra dentro de las vesiculas secretoras como un hexamero solido de
insulina unido con dos iones de Zn (24). El Zn es un componente estructural para la sintesis,
almacenamiento y secrecién de la insulina, hormona que interviene en el transporte de la
glucosa (56), por lo que, la unién del Zn a la insulina es necesaria para la cristalizacién y
posterior secrecidn de esta hormona. Las concentraciones bajas de zinc pueden alterar el
metabolismo de la insulina y favorecer el estrés oxidativo aumentando la susceptibilidad
para diabetes mellitus. (57). En los receptores, los iones de Zn actlan principalmente sobre
la proteina tirosina fosfatasa IB (PTF-1B), un regulador clave en la fosforilacién del receptor
de esta hormona. Asimismo, algunos autores han descrito —aunque no de manera
contundente- que este nutrimento estimula la actividad del receptor de la insulina tirosina

cinasa (IRTK), lo que incrementa la sensibilidad de los tejidos a esta hormona (58).

Yang y colaboradores (5) en poblacién coreana estudiaron la asociacién de las
concentraciones en el suero vy la resistencia a la insulina y se observé que su asociacion fue
inversa. Los autores concluyeron que las concentraciones de zinc estan asociadas con la
edad, al peso y las concentraciones de glucosa. También concluyeron que la relacion
conocida entre las concentraciones de zinc en el suero y la sensibilidad a la insulina podria

no ser aplicable a toda la poblacion.

En el estudio de Gémez y cols. (59), en personas entre 18 y 31 afios con obesidad
observaron una baja concentracién de Zn, hallazgo similar al documentado por Chen en
modelos de ratones con obesidad inducida de forma genética y con dieta (60). Gdmez y
cols. administraron a personas con obesidad sulfato de Zn durante un mes y mostraron un
incremento en las concentraciones de leptina en los participantes, sin modificar la

sensibilidad a la insulina, ni a los androgenos.

En un analisis realizado con datos del The Nurses” Health Study, uno de los estudios mas
grandes de factores de riesgo para enfermedades crénicas en mujeres en el mundo, Suny

cols. tras veinticuatro aflos de seguimiento concluyeron que las mujeres entre 33 a 60 afios
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el quintil mas alto de consumo de zinc tuvieron una disminucién de aproximadamente el

20% en el riesgo de DM2 en comparacion con el quintil de consumo de zinc mas bajo (61).

Por otro lado, aun no es claro si los suplementos de Zn tienen un efecto preventivo sobre la
enfermedad en adultos con resistencia a la insulina. En un estudio realizado en poblacion
Amish de Lancaster de Estados Unidos de América se observd que la suplementacién
durante 14 dias con 50mg/d de zinc elemental tuvo una respuesta insulinica diferente
dependiendo del genotipo rs13266634, o sea de la variaciéon estructural del gen

SLC30A8; es importante mencionar que los que mejor respondieron a la suplementacién

fueron aquellos que al menos tuvieron una copia del alelo T (62).

Ademas, se ha observado que el transportador de zinc ZnT8 tiene un efecto directo en
mantener la homeostasis de la insulina periférica. (35) También, Chimientiy col. (24)
concluyeron que la regulacion de la secrecion de insulina en humanos ocurre a través del

transportador ZnT8, que es especifico de las células beta del pancreas.

1LVl Zinc y metabolismo de los hidratos de carbono

Se ha establecido mediante multiples estudios que existe relacidn entre las alteraciones en
la homeostasis del zinc y el metabolismo de los hidratos de carbono; sin embargo, adn no

esta clara una posible relacién causa y efecto (63).

Diversos estudios epidemiolégicos han informado una disminucion en las concentraciones
en suero de zinc aunado a un incremento en las pérdidas urinarias en pacientes con
diabetes tipo 1y tipo 2 en comparacién con sujetos sanos (5, 21), mientras que el estudio
realizado por Sun y colaboradores muestra una relacién inversa entre las concentraciones

de zinc y el riesgo de diabetes tipo 2 (61).
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I.IX  Variantes alélicas del gen SLC30A8

En los estudios de asociacién de todo el genoma (en inglés Genome Wide Association
Study) se identificé por primera vez en 2007 el polimorfismo rs13266634 del gen SLC30AS,
que consiste en la sustitucién de una timina por una citosina (C/T) que origina el cambio de
una arginina por un triptéfano en la posicion 325 de la cadena de los aminoacidos

(Arg325Trp o C325T) (64). Esta variante mostrd asociacion con la diabetes tipo 2.

El polimorfismo rs13266634 estd ubicado en gen SLC30A8 (ver Figura 3) en la posicién
118,184,783 del el cromosoma 8 (ver Figura 4). De acuerdo con la informacién
proporcionada por el National Center for Biotechnology Information (NCBI) este SNP es una

molécula de tipo gendmico que ha sido validada por multiples estudios.

Figura 3. Vista de un fragmento de la secuencia del gen SLC30A8
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Figura 4. Vista del polimorfismo rs13266634 del gen SLC30A8
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La variante alélica C de este gen se asocia principalmente con riesgo de diabetes tipo 2 vy
con menor eficiencia en transportar zinc en las células beta del pancreas. La frecuencia del
alelo C es del 92.5%, 76.3%, 75.7% y 54.3% en nigerianos, en britanicos en Inglaterra, con
ascendencia mexicana en Los Angeles California y en los Chinos Han de Beijing (66). Los
estudios hechos en humanos sugieren que los portadores del alelo C tienen alteraciones en
las etapas tempranas de secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS por sus siglas
en inglés) y en la secrecién de insulina (67). Las bajas concentraciones de insulina en el
plasma probablemente se deben a que hay un aumento en la eliminacion hepatica como
resultado de la disminucién en la concentracion en los granulos secretores de ésta
hormona o a una disminucion en la accién de la insulina en los tejidos blanco. En este
sentido, el estudio EUGENE2 (68) también mostré que los portadores del alelo C de riesgo
tuvieron concentraciones mas bajas de insulina periférica en la etapa temprana de la
prueba de tolerancia a la glucosa, lo que sugiere que el gen SLC30A8 podria regular la

homeostasis de la insulina.

En otro estudio realizado en ratones knock-out (KO) para ZnT8 (69), se demostré que el Zn
se secreta en conjunto con la insulina de forma dependiente de este transportador y que
tiene ademas, una funcion de interruptor endégeno para determinar la velocidad de
eliminacion de la insulina en el higado, dependiendo del estado pre o postprandial. En este
mismo estudio demostraron que los participantes con el alelo C de riesgo tuvieron mayor

depuracién de la insulina medida por la proporcién de insulina y péptido C.

También este polimorfismo puede afectar la concentracion de Zn en los granulos de
insulina de las células beta del pancreas de la siguiente forma; la variante C325 reduce la
actividad del transportador de zinc en comparacion con la variante T325 ZnT8 en las células

beta del pancreas, que es donde se encuentra principalmente. (22).

En diversos estudios se ha encontrado que el polimorfismo rs13266634 del gen SLC30A8 se
asocia con una disminucién en la secrecion de insulina (70, 71). El estudio de asociacion
gendmica realizado por Sladek y colaboradores (64) reportd al alelo C del polimorfismo
mencionado como la variante de riesgo para diabetes tipo 2 (DM2) (OR 1.18 — 1.53),

mientras que en un meta analisis se demostrd que el polimorfismo rs13266634 estd
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relacionado con mayor probabilidad de intolerancia a la glucosa (OR 1.15; IC 95% 1.06 —

1.26; P < 0.001) (72). Esta variante se ha asociado con disminucion en la funcién de las

células beta del pancreas, principalmente debido a que el SNP del alelo C altera la

expresion y actividad de la proteina transportadora ZnT8, ocasionando una disminucién en

las concentraciones de Zn en plasma. (ver Figura 5)

Dieta, estilo de vida, infecciones...

Genotipo SLC30A8

12 raras mutaciones SNPrs13266634 =

S
Expresion ZnT3 W _
FuncionznTs W Exposicion ZnT8
I
Riesgo de diabetes W Zinc ¥ Autoinmunidad ZnT8
1 .= I
1 i L= v/
I ; ; -
| Resistencia a la insulina Funcién células p W Destruccion células B
| ~ T~ - -
| . >e” T
- ~x
I N F -~
- -
L 4 ‘- S & N
Pacientes sin diabetes DMm2 DALA DM1

Figura 5. Posible via del transportador ZnT8 en la diabetes

Fuente: Adaptado de: Yi B, 2016 (73)
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Esta relaciéon entre el polimorfismo rs13266634 y la diabetes tipo 2 ha sido documentada

por varios autores sefialando que el riesgo de que se desarrolle la enfermedad es mas alto.

(74). Boesgard y cols. identificaron que las personas sin diabetes homocigotas portadoras

del alelo de riesgo del SNP rs13266634 tenian una respuesta de produccion de la insulina

seguida del consumo de una carga oral de glucosa 19% mas baja que los individuos

heterocigotos (68). También se ha propuesto que las variaciones en el gen SLC30A8 pueden

afectar la acumulacion de Zn en los granulos de insulina y por lo tanto influir en la

estabilidad y el trafico de esta hormona (75).

EL cuadro 3 muestra el resumen de varias investigaciones que han documentado la relacion

entre la diabetes tipo 2, el estado de nutricién en zinc, la glucosa e insulina vy el

polimorfismo rs13266634.

Cuadro 3. Estudios de asociacion entre el rs13266634 del gen SLC30A8 y diabetes tipo 2.

Poblacion Tipo de estudio N OR IC 95% Conclusiones Autor y afio
Europea Casos y 5,440 1.27 1.16-1.38 | EI SNP del gen Sladek R,
controles explica el riesgo | 2007
de desarrollar
DM2
Britanica Casosy 4,416 1.12 1.02-1.23 | Se confirmé la Zeggini E,
controles susceptibilidad a | 2007
desarrollar
DM2.
Europea: * Descriptivo: 846 (%) Los Boesgaard
Daneses Frecuencia del 67 60.5-73.5 | homocigotos TW, 2008
Finlandeses alelo de riesgo 80.3 75.0-86.5 | con el alelo de
Alemanes 66.2 62.3-70.3 | riesgo
Italianos 56.5 51.8-61.1 | tuvieron19%
Suecos 71.3 66.0-76.3 | menor
liberacion de
insulina.
Noruega Casos y 3,496 1.20 1.09-1.33 EI SNP del gen Hertel JK,
controles esta asociado 2008
con DM2.
China Casos y 1,617 1.25 1.09-1.43 | EI SNP del gen Xiang J,
controles puede influiren | 2008
la secrecién de
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Poblacién

Tipo de estudio

OR

IC95%

Conclusiones

Autor y afio

insulina.

Rusa caucasica

Casos y
controles

1,185

1.22

1.01-1.49

El SNP modula el
riesgo de
desarrollar
DM2, a través
de la funcién de
las células beta.

Potapov
VA, 2009

China (Han)

Casosy
controles

2,968

1.37

1.20-1.56

El SNP se asocio
con DM2.

Lin Y,
2010

Mexicanos
Mestizos

Casosy
controles

1,372

1.21

1.01-1.46

Se encontrd
asociacion del
SNP en sujetos
con informacion
de marcadores
de ascendencia

Gamboa-
Meléndez,
2012

Estados
Unidos
(Amish)

Ensayo clinico
no
aleatorizado

57

ND

ND

La
suplementacion
mejoro la
respuesta de
insulina en
aquellos
genotipos que
tienen al menos
una copia del
alelo W.

Maruthur
NM, 2014

China (Han)

Casos y
controles

1,796

1.53

0.85-0.90

Observaron una
fuerte
interaccion
entre el SNP y la
concentracién
de Zn en plasma
en relacion con
laDM2 e IGR

Shan,
2014

Mayas

Estudio de
asociacion

575

0.922

0.340 -
2.50

Se evalud la
asociacion de
diversos SNPs y
la
susceptibilidad
de desarrollar
DM2 vy una
posible
asociacion via
metabolismo de
lipidos del
rs13266634

Lara-
Riegos JC,
2015
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I1.X Meta analisis sobre las variantes alélicas del gen SLC30A8

El grupo de Xu realizd un meta analisis en el 2010 y concluyd que existe asociacién entre el
polimorfismo del gen rs1326664 y el riesgo de diabetes tipo 2 en poblacién asidtica y
europea pero no en la africana. Asimismo, concluyeron que este polimorfismo se asocia

con la intolerancia a la glucosa, pero no con la diabetes tipo 1. (29)

En el afio 2014 el grupo de Chang (76), replicd el andlisis de 24 variantes genéticas de
riesgo que se han identificado en poblacidon europea, pero no se han replicado
completamente en poblacion china. El analisis de la interaccién del gen y el ambiente
mostrd una interaccion significativa entre el rs13266634, la edad vy el riesgo de DM2. En
conclusién, el tamafio del efecto para las variantes de riesgo en poblacidon china es similar a
la observada en la europea, pero la frecuencia de los alelos difiere entre las dos

poblaciones.

En otro meta analisis Cheng y cols. (77) en 2015 encontraron que el polimorfismo
rs13266634 es un factor genético importante para el desarrollo de diabetes tipo 2 en
poblacion asidtica y europea en contraste con la poblacién africana, en la cual no
representa un riesgo, confirmando los hallazgos previos de Xu y cols. Este trabajo mostré
genotipos analizados en diferentes modelos genéticos; los individuos con genotipos CC
tuvieron 33% vy 16.5% (asiaticos y europeos respectivamente) mayor riesgo de diabetes que
aquellos con genotipos TTy CT. En un meta analisis posterior se concluyd que esta variante
es un factor genético de riesgo para diabetes tipo 2 en poblacién asidtica, europea vy
también africana, en esta Ultima poblacién se estratificd por etnias en un modelo aditivo.

(78)

En el 2018 se llevo a cabo un meta andlisis que incluyd estudios en poblacion china desde el
2005 hasta el 2018, para evaluar la asociacién entre el rs13266634, DM2 e IGR. El resultado
fue que las personas que tienen al menos un alelo C tienen 1.23 veces mayor riesgo de
tener diabetes mellitus tipo 2 que los que tienen una copia del alelo T (79). A pesar de ser
una variante con una asociacion muy replicada con la DM2 en diferentes poblaciones,

existen muy pocos estudios en América Latina.
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11.XI Estudios en México sobre la variante rs13266634 del gen SLC30A8

En un estudio de cohorte (n=259), realizado por la Escuela de Medicina de la Universidad
de Yucatdn en Mérida, se midieron los fenotipos que incluian medidas antropométricas,
factores enddcrinos de tejido adiposo (leptina, adiponectina), insulina, glucosa y presién

arterial. En poblacion yucateca la frecuencia del alelo de menor riesgo fue de 26.1% (80).

Aunque en México la prevalencia de DM2 es de las mads altas en el mundo (81), existen muy
pocos estudios en poblacién sobre la asociacion de esta enfermedad con variantes de
riesgo del gen SLC30A8. Gamboa y colaboradores (82) en su estudio de casos y controles en
poblacidon mestiza mexicana encontraron un valor p significativo del rs13266634 del gen
SLC30A8 solo en individuos con marcadores de informacion de ancestria. El grupo de
Gamboa concluyd que la falta de asociacion informada para esta variante puede deberse al
tamafio insuficiente de muestra (n=1,027), a que no se excluyeron individuos con

antecedentes familiares de DM2 y tampoco a personas con obesidad.

La frecuencia de la variante de riesgo de este polimorfismo en poblacion maya es de
aproximadamente 75% (80). Esta frecuencia es mayor que la observada en poblacion

africana, europea y asiatica. (66)

En contraste con lo publicado por Kulkarni y cols, en un estudio realizado en poblacion
latinoamericana de San Antonio, Texas, no pudieron establecer una asociacién entre la

variante antes mencionada y la DM2. (83)

A continuacion, con propdsitos informativos se muestran en el cuadro 4 las frecuencias de

los genotipos vy los alelos en diferentes poblaciones.
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Cuadro 4. Frecuencias de los alelos y genotipos de la variante rs13266634

Alelos Genotipos
Poblacién C T C/C C/T T/T
Europea 0.717 0.283 0.521 0.392 0.087
Asiatica 0.543 0.457 0.30 0.486 0.214
Africana 0.926 0.074 0.856 0.139 0.005
Mexicana 0.754 0.245 0.594 0.328 0.078

Fuente: 1000 Genomes Project Phase 3 (84)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con la OMS las deficiencias de nutrimentos inorgdnicos -como es el zinc-
constituyen el mayor problema de salud mundial. En nuestro pais se ha informado que las
mujeres en edad reproductiva son potencialmente vulnerables a presentar deficiencia de
zinc, aunado a un consumo insuficiente y a la presencia considerable de inhibidores de su
absorcion, lo que se traduce en una deficiencia plasmatica que afecta entre el 30 y 40% de

las mujeres entre 12 y 49 afios.

El zinc tiene una participacion importante en muchos procesos bioquimicos. La deficiencia
se asocia con alteraciones en la insulina y en la glucosa. Se ha demostrado que las personas
con alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono estan en mayor riesgo de

desarrollar diabetes tipo 2.

La variante alélica rs13266634 del gen SLC30A8 se asocia con una disminucién en la
secrecion de la insulina con base en los resultados de un meta andlisis, provocando un
aumento en las concentraciones de glucosa (72). De acuerdo a la informacién del proyecto
de 1000 Genomas (84), la variante de riesgo es mas frecuente en poblacion mexicana

(75%) que en europeos (71%) o asiaticos (54%).

Existen muchos estudios sobre polimorfismos en poblaciones europeas y asidticas. Sin
embargo, es importante mencionar que hay muy pocas investigaciones en México que
evallen la presencia del SNP rs13266634 vy el riesgo de DM2. Hay datos de asociacién en
poblacion maya (que tiene una variabilidad genética diferente al resto de la poblacién
mexicana) sobre esta variante alélica con concentraciones plasmaticas de glucosa e
insulina, pero no se ha establecido si la variante rs13266634 se asocia con las

concentraciones de zinc.

éExiste asociacion entre la variante rs13266634 del gen SLC30A8 y las concentraciones de
zinc, glucosa e insulina en mujeres en edad reproductiva de la zona de Santa Fe de la

Ciudad de México?
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.l JUSTIFICACION

Las mujeres en edad reproductiva representan uno de los grupos mas susceptibles a
desarrollar deficiencia de zinc. El zinc es un nutrimento inorganico fundamental para el

metabolismo de los hidratos de carbono, el sistema inmune vy el reproductivo.

Por otro lado, el gen SLC30A8 tiene una variante alélica rs13266634 que se ha asociado con
una menor eficiencia en el transporte de zinc en el pancreas, alteraciones en el
metabolismo de la glucosa; principalmente con disminucidn en la secrecion de la insulina y
por consiguiente un aumento en el riesgo de desarrollar DM2 en poblaciones europeas y
asiaticas. Sin embargo, no se sabe si la informacién se puede extrapolar a la poblacion

mexicana.

La frecuencia de la variante alélica de riesgo varia considerablemente entre las poblaciones
africana, europea y asidtica. Esta variante de riesgo en poblacién maya fue de 75%, siendo
una de las mas altas informadas a escala mundial, aunado a que la prevalencia de diabetes

mellitus tipo 2 en México ocupa uno de los primeros diez lugares en el mundo.

Existen muy pocos estudios en México sobre la asociacion entre la variante de riesgo vy la
presencia de diabetes mellitus tipo 2, asi como las alteraciones en el metabolismo de los
hidratos de carbono. Hasta la fecha no hay ningin estudio sobre la asociacién de la
variante alélica del gen SLC30A8 y las concentraciones de Zn. Es pertinente establecer la
asociacion del polimorfismo y las concentraciones de Zn para considerar estrategias de
intervencion adecuadas para nuestra poblacién, asi como para detectar el riesgo de

desarrollar diabetes mellitus tipo 2.
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IV.

V.

HIPOTESIS DE INVESTIGACION

La presencia de la variante de riesgo del polimorfismo rs13266634 del gen SLC30A8 se
asocia con bajas concentraciones de zinc en plasma e insulina y por consiguiente, mayores
concentraciones de glucosa en mujeres en edad reproductiva residentes de la zona de

Santa Fe de la Ciudad de México.

OBJETIVOS DE ESTUDIO

V.|  Objetivo General

Evaluar la asociacién entre la variante rs13266634 del gen SLC30A8 y la concentraciéon en
ayunas de glucosa, insulina y zinc en mujeres en edad reproductiva de la zona de Santa Fe

de la Ciudad de México.

V.1l Objetivos Especificos

e Describir la edad, IMC e indicadores de glucosa, insulina y zinc.

e Analizar la asociaciéon entre la variante rs13266634 del gen SLC30A8 vy la
concentracién de zinc en plasma vy eritrocitos en mujeres en edad reproductiva de

la zona de Santa Fe de la Ciudad de México.

e Analizar la relacion entre la variante alélica rs13266634 del gen SLC30A8 vy las
concentraciones de insulina y glucosa en ayuno en mujeres en edad reproductiva de

la muestra estudiada.

e [Estimar el tamafio del efecto de las variantes estudiadas sobre la variacion de la

concentracién de glucosa en ayuno, insulinay zinc.
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VI.

VILI

METODOLOGIA

Disefio y poblacién de estudio

Se realizd un estudio observacional de tipo transversal. La poblacién de estudio fueron

mujeres de la zona de Santa Fe de la Ciudad de México, que cumplieron con los criterios de

inclusion.

VLI

Seleccion de la muestra de estudio

Dado que se trata de un estudio piloto, se eligio el muestreo por conveniencia. Se

incluyeron setenta mujeres en el estudio.

VLI

Criterios de seleccién

VLII.1 Criterios de inclusidn

VILINIL2

Mujeres entre 19 y 49 afios de edad
Glucosa en ayuno menor a 126 mg/dL

Sin consumo de medicamentos que alteren el metabolismo de la glucosa, insulina o

zinc.
Sin consumo de suplementos vitaminicos.

Que aceptaran participar voluntariamente firmando una carta de consentimiento

informado previamente al estudio.

Criterios de exclusion

Haber recibido suplementacion de zinc, hierro o calcio tres meses antes de la

primera visita.

Auto reporte de las siguientes enfermedades:
= Diabetes

= Cirrosis
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=  Acrodermatitis enteropatica
= Historia de abuso de alcohol
= Esprie

» Enfermedad de Crohn

= Sindrome de intestino corto

= (Cirugia reciente de duodeno

VLIV Procedimiento

Se invitd a mujeres de la zona de Santa Fe a participar en el estudio. Antes de incorporarlas
al estudio, se les proporciond una carta informativa (Anexo A) con los objetivos y detalles
del protocolo. Las que estuvieron de acuerdo en participar brindaron su consentimiento
informado por escrito. En seguida, se les proporciond una fecha para la toma de muestra
de sangre para el andlisis del SNP, concentracion de zinc, glucosa e insulina y mediciones

antropométricas.

A las participantes se les aplicd un cuestionario (Anexo B) para obtener datos personales y

socioecondmicos, asi como antecedentes clinicos.
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VII.

MODELO CONCEPTUAL

A partir del marco tedrico descrito en el apartado en esta tesis y con base en la pregunta de
investigacion, se desarrollé el modelo conceptual de este proyecto. Este se encuentra
esquematizado en la figura 6 y a continuacion se presenta una breve descripcion del

mismo.

Se ha establecido una asociacién entre las variantes alélicas del gen SLC30A8 y el riesgo de
desarrollar diabetes; sin embargo, muy pocos estudios han investigado la asociacién entre
las variantes alélicas del mismo gen y las concentraciones de zinc, las cuales al parecer
estan asociadas inversamente; las personas portadoras de los genotipos CC tienen menores

concentraciones de zinc (85).

En un estudio en personas con IMC normales se observé que la resistencia a la insulina

afectan las concentraciones de zinc (5).

Los estudios en humanos sugieren que los portadores del alelo C de riesgo tienen

anormalidades en la secrecidn de insulina, lo que podria afectar las concentraciones de zinc

(62).

Con la intencién de evaluar el efecto de las variantes de riesgo se exploré el edad, el IMC, la

concentracioén de zing, glucosa e insulina
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Figura 6. Modelo conceptual
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VIl.I Operacionalizacion de las variables de estudio

Variables dependientes:

e [ndice de masa corporal

e Concentracion de glucosa en ayuno

e Concentracion de insulina en ayuno

e Concentracién de zinc en suero y plasma

Variable dependiente:

e Variantes alélicas del gen SLC30AS8; C (silvestre o comun) o T (menos frecuente)

A continuacion, se describen las variables de estudio:

VARIABLE | JUSTIFICACION DEFINICION DEFINICION TIPO DE

CONCEPTUAL | OPERACIONAL | VARIABLE
Variantes La variante alélica rs13266634 | El alelo de riesgo es la Discriminacion alélica a Categorica
alélicas del gen | del gen SLC30A8 ZnTS, base T, la cual codifica través de PCR en tiempo | nominal
SLC30A8 consiste en la sustitucion de para triptéfano, real, en el analizador

una arginina por un triptéfano
y es una variante de riesgo
para diabetes tipo 2.

sustituyendo una C
codificante para
arginina.

Via7 mediante el uso de
una sonda TagMan para
identificar las variantes
alélicas.

Concentracién
de zincen
plasma

El zinc desempefia un papel
clave en la sintesis,
almacenamiento y secrecién
de la insulina. Estudios
sugieren que una disminucion
en la concentracion de zinc
repercute en la produccion y
secrecion de la insulina 'y por
lo tanto en el metabolismo de
los hidratos de carbono.

Cantidad de zinc
circulante en plasma.

Cuantificacion de zinc en
plasma (mcg/dL), medida
por espectrofotometria
de absorcion atomica.

Cuantitativa
continua
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Concentracion
de zincen
eritrocitos

El zinc desempefia un papel
clave en la sintesis,
almacenamiento y secrecion
de la insulina. Estudios
sugieren que una disminucion
en la concentracién de zinc
repercute en la produccién y
secrecion de la insulina 'y por
lo tanto en el metabolismo de
los hidratos de carbono.

Cantidad de zinc
presente en eritrocitos.

Cuantificacion de zinc en
eritrocitos separados de
sangre (mcg/dL),
medida por
espectrofotometria de
absorcion atémica.

Cuantitativa
continua

Concentracion
de glucosa en
ayuno

Cuando las concentraciones
de glucosa se encuentran
fuera de los rangos
establecidos, se dice que hay
intolerancia a la glucosa o
glucosa alterada en ayuno,
esta condicidn es un factor de
riesgo para el desarrollo de la
diabetes. Un estudio llevado a
cabo en poblacién abierta de
la Ciudad de México, concluyd
que cerca de la tercera parte
de dicha poblacion tiene algun
trastorno del metabolismo de
los hidratos de carbono. Por
otro lado, se ha establecido
que existe una relacion entre
la hiperglucemiay el
metabolismo del zinc.

Cantidad de glucosa
circulante.

Cantidad de glucosa en
sangre (mg/dL). Se
obtuvo por medio de
una puncion venosa. Se
midio con 8 horas de
ayuno. Se determiné por
el método de glucosa
oxidasa

Cuantitativa
continua

Concentracion
de insulina

La insulina es un polipéptido,
su secrecién es regulada
principalmente por la glucosa.
Una alteracién en el
metabolismo de la glucosa
denominada resistencia a la
insulina, la cual puede deberse
a deficiencia de algunos
minerales como el zinc,
aumenta la produccion de
esta hormona
(hiperinsulinemia).

Algunos autores han descrito,
aungue no de manera
contundente que el zinc
estimula la accién de la
insulina y la actividad de su
receptor; la tirosina cinasa
(IRTK), lo que incrementa la
sensibilidad de la hormona.

Cantidad de insulina
circulante.

Se determind la
concentracion de
insulina en suero
obtenida en ayuno, por
el método de ELISA
usando estuches
comerciales.

Cuantitativa
continua
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IMC El IMC es un indicador Razdn que se establece | Valores de referencia de | Cualitativa
confiable en el diagnodstico del | al dividir el peso acuerdo con las OMS ordinal
estado de nutricion en corporal expresado en <18.5 = bajo peso
poblaciones. kilogramos (kg), entre 18.5 a2 24.9 = normopeso

la estatura expresada 25.0-29.9 = sobrepeso
en metros (m) elevada >30 = obesidad
al cuadrado.
Edad Tiempo transcurrido a Afios de vida cumplidos Cuantitativa

Las mujeres  en edad
reproductiva tienen mayor
riesgo a presentar deficiencia
plasmatica de zinc.

partir del nacimiento
de un individuo.

hasta el momento de su
participacion en el
estudio

discreta.
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VIIL.

ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon estadisticos descriptivos: medidas de tendencia central y dispersion para
las variables peso, edad, talla, concentracion de glucosa, concentracion de zinc vy

concentracion de insulina.

El andlisis de frecuencias alélicas y genotipicas se realizé mediante la prueba de Hardy-

Weinberg.

Las comparaciones de tres o0 mas grupos (genotipos) con una variable dependiente de

nivel escalar se realizaron mediante pruebas de ANOVA de una via.

Las comparaciones de dos grupos (alelos) se realizaron a través de la prueba de t de

student.

La asociacion entre variables numéricas se estimo a través del calculo del coeficiente de

correlacion de Pearson.
El tamafio del efecto de los genotipos mediante la prueba de la d de Cohen.

Finalmente se calculd el poder estadistico observado con los datos del presente
informe y del tamafio de muestra requerido para estudiar de manera suficiente las
diferencias observadas. Se consideraron como significativos valores p iguales o

menores a 0.05.

Los analisis se realizaron en el paquete estadistico SPSS v.21 y el paquete Stata V.14.1.
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IX.

CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio se condujo de acuerdo con lo sefialado en la Declaracién de Helsinki. Los
procedimientos a seguir cumplieron con las normas para realizar un protocolo de
investigacidén ético y asegurar la proteccion de los sujetos participantes, tales como
proteger la vida, la salud, la intimidad y la dignidad del ser humano. El estudio se sometid
para su aprobacién por el Comité de Investigacién de la Universidad Iberoamericana y de

ética, investigacion y bioseguridad en el INMEGEN.

Por otro lado, las participantes fueron informadas del objetivo del estudio a través de la

carta de consentimiento informado (Anexo H) y de la confidencialidad de sus datos.

El estudio se considera de riesgo minimo de acuerdo con la Ley General de Salud. La
puncién para la obtencidn de la muestra fue realizada por personal entrenado y con

material desechable. Las muestras fueron destruidas después de ejecutado el estudio.
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X.

RESULTADOS

De la poblacion elegible identificada (n=70); 17 tuvieron una concentracion de glucosa en
ayuno igual o mayor a 126mg/dL, de 4 mujeres no se obtuvo la cantidad de muestra
necesaria para llevar a cabo la determinacion de zinc en sangre y en el caso de 6 mujeres la
muestra no fue suficiente para realizar las pruebas de discriminacion alélica. Considerando
la informacion completa de acuerdo con los criterios de seleccion se incluyeron 43
participantes (61%). El cuadro 1 muestra las caracteristicas generales de la muestra que se
estudid compuesta por 43 mujeres en edad reproductiva. El promedio del IMC de las
participantes se encuentra dentro de valores normales (24.1). Se observé una diferencia de
aproximadamente 20mg/dL entre el promedio de la glucosa capilar y el valor promedio de
glucosa en plasma de ayuno. El promedio de los indicadores de zinc analizados se
encuentra dentro de valores normales. Se realizd la prueba de Kolmogorov-Smirnov para

una muestra y se encontré que todas las variables tienen una distribucion normal.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de la muestra estudiada (n=43)

Caracteristicas Media + DE*
Edad (afios) 29 +10.0

IMC 241 +4.7
Glucosa capilar (mg/dL) 103.0+19.0
Glucosa en plasma (mg/dL) 83.5+11.2
Insulina (nUl/dL) 16.5+8.5

Zinc en plasma (Ug/dL) 84.0+21.2
Zinc en eritrocitos 1156.0 + 285.6

*Desviacion estandar
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En el cuadro 2 se muestra el analisis de la frecuencia de las variantes genéticas en la

muestra estudiada y el analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg de genotipos y alelos de la

variante rs13266634. Los genotipos estan en equilibrio (p<0.05), ya que la distribucion de

las frecuencias se encuentra dentro de lo esperado, esto se debe a que la variante no se ha

introducido recientemente a la poblacién.

Cuadro 2. Andlisis de frecuencia de genotipos y alelos de la variante rs13266634

Total Homocigoto Heterocigoto Homocigoto no | Frecuencia
comun cT comun CC por alelos
1T C/T

43 13 (18.49%) 11 (49.02%) 19 (32.49%) 0.57/0.43

En el cuadro 3 se encuentran las caracteristicas de las 43 participantes las

analizadas por genotipos.

cuales fueron

Se hizo la comparacion de los grupos formados por los genotipos mediante la prueba de

ANOVA de una via. No se observd ninguna diferencia significativa entre los tres grupos en

cuanto a edad, IMC, insulina, glucosa capilar y en plasma, asi como, zinc en plasma. La

Unica variable que mostré una tendencia asociada con el genotipo es el zinc en glébulos

rojos, pero no alcanzo la significancia estadistica.
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Cuadro 3. Valores descriptivos de las variables por genotipos (n=43)

Homocigoto CC

Heterocigoto CT

Homocigoto TT

Caracteristicas n=13 n=11 n=19
Media + DE Media + DE Media + DE Valor p*

Edad (afios) 32.46 +10.34 242 +7.56 30.3+11.17 0.131
IMC 24.6+4.70 247 +6.73 23.3+3.48 0.657
Glucosa  capilar | 99.46 + 23.93 101.7+14.91 106.89+17.70 0.538
(mg/dL)

Glucosa (mg/dL) 84.36+12.10 87.27 +7.44 80.80 +12.29 0.310
Insulina (uUl/dL) | 14.83 +5.35 20.26 + 13.86 15.57 +5.59 0.242
Zinc en plasma | 79.76 + 13.38 76.45 + 13.48 91.34 +27.00 0.124
(Ug/dL)

Zinc en eritrocitos | 1069 + 193.10 1075.45+ 262.78 1263 +325.01 0.091

*ANOVA de una via

En el cuadro 4 se muestra la comparacion de los fenotipos agrupados por alelos. Para este

fin se utilizé el modelo dominante que compara a los homocigotos para el alelo C con los

portadores del alelo comun T. En el siguiente cuadro se observa que las mujeres que tienen

al menos una copia del alelo C fueron las que tuvieron menores concentraciones de Zny las

diferencias alcanzaron significancia tanto en el plasma, como en los glébulos rojos.
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Cuadro 4. Comparacién de la edad, indice de masa corporal, glucosa, insulina y zinc por

alelos.

CC+CT T

n=24 n=19
Caracteristicas Media + DE Media + DE Valor p para la

prueba t

Edad (afios) 28+9.9 30+11.1 0.553
IMC 24.7+5.5 23.3+3.4 0.358
Glucosa capilar | 100.5 + 19.0 106.8+17.7 | 0.279
(mg/dL)
Glucosa en plasma | 85.6 +10.1 80.8+12.2 0.160
(mg/dL)
Insulina (Ul) 17.3+10.3 15.5+5.5 0.510
Zinc en plasma | 78.2 + 13.2 91.3 +27 0.043
(Ug/dL)
Zinc en globulos rojos | 1071.9+ 222.4 1263.0+ 325 | 0.028

En el cuadro 5 se muestran los coeficientes de correlacidén de Pearson, en el cual se observa
una correlacion positiva y significativa entre insulina e IMC. Por el contrario, no hay

correlacion entre la insulina y los indicadores de Zn.
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Cuadro 5. Correlaciones de Pearson

IMC | INSULINA | ZINC plasma | ZINC  glébulos

rojos
IMC 1 r=.339 r=-.149 r=.075
p=.026* p=.340 p=.635
INSULINA 1.000 r=-.113 r=.055
p=.470 p=.726
ZINC plasma 1.000 r=.012
p=.939

ZINC  globulos 1.000

rojos

*Se considera una correlaciéon significativa valor p menor a 0.05

Se utilizé la d de Cohen para calcular el tamafio del efecto del alelo. En el cuadro 6 se

muestra el tamafio del efecto de los alelos para cada variable utilizando el modelo

dominante y se encontrd que el alelo C tiene un efecto de tamafio moderado sobre las

concentraciones de zinc en plasma y gldbulos rojos.
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Cuadro 6. Valores promedio de glucosa, insulina, zinc y estimaciones tamafio del efecto

mediante la d de Cohen

N Media Tamafio del | Interpretacion
efecto
(d de Cohen)
Glucosa (CC+ CT) 24 85.7
(TT) 19 |80.38
0.43 Pequefio
Insulina (CC + CT) 24 17.3
(TT) 19 | 156
0.21 Pequefio
Zinc en plasma 24 78.2
(CC+CT)
(TT) 19 |913
0.61 Moderado
Zinc en glébulos rojos | 24 1,071.9
(CC+CT)
(TT) 19 | 1,263.0
0.68 Moderado

En relacion con el tamafio del efecto o las diferencias estandarizadas observadas (cuadro
6), la diferencia mas pequefia fue de 0.21 correspondiente a las concentraciones de

insulina. Con base en ésta se calculd el poder estadistico del estudio, suponiendo una
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asignacion de 0.79 (n2/n1) entre los grupos CC+CT (n1=24) y TT (n2=19), con medias de
17.3410.30 y 15.5745.59 para los grupos nl y n2, respectivamente. Considerando un error
alfa de 0.05 y un delta de -1.75 la potencia de este resultado es de 10.9%,
considerablemente menor a lo recomendado (80.0%). Al tratarse de un estudio piloto, los
valores observados permiten calcular el tamafio de muestra necesario para estudiar estas
diferencias o mayores a las observadas en el presente informe. Considerando la
distribucion de los grupos, las medias, las desviaciones estandar, el valor de delta y alfa
observados y una potencia del 80% se requeriria una muestra de 670 mujeres con 374 en

el grupo 1 (CC+CT)y 296 en el grupo 2 (TT)
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XI.

DISCUSION

La variante rs13266634 se ha asociado con el riesgo de DM2 y alteraciones en las
concentraciones de glucosa principalmente en poblaciones asiaticas y africanas. En México
existen estudios que han replicado este hallazgo, pero en poblacion maya, que se sabe es
genéticamente diferente de la del resto del pais. En China, Shan y cols. estudiaron la
asociacién entre el rs13266634 y las concentraciones de zinc, pero en poblacién mexicana
es el primer estudio piloto que busca la misma asociacion bajo criterios de inclusion
diferentes. También se ha estudiado el efecto de la suplementacion de zinc en poblacion
con DM2, (88) donde se evalud la dieta y el consumo del suplemento y se observd
interaccidn entre el genotipo, el IMC vy el zinc; un consumo alto de zinc a través de la dieta 'y
el uso de suplementos de zinc tuvieron un efecto protector y éste fue significativamente

mas alto en los portadores del alelo T vs el alelo C en presencia de sobrepeso.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se pueden comparar con la frecuencia en
poblacion china 54% vs 57% del presente reporte. La poblacion afrodescendiente de
Estados Unidos es la Unica poblacién que muestra una distribucion del 92%; muy diferente

del resto reportadas.

En nuestra investigacidén se encontré que la presencia del alelo C del rs13266634 del gen
SLC30A8 se asocia con bajas concentraciones de zinc en plasma y glébulos rojos, en
mujeres en edad reproductiva residentes de la zona de Santa Fe de la Ciudad de México.
Este hallazgo es similar al que encontré Shan (85) en poblacién china, la cual tiene una
prevalencia alta (54%) del alelo C de riesgo, en la que observaron que habia una asociacion
entre las concentraciones de glucosa alterada y las concentraciones de zinc modificadas
por el genotipo; los participantes con genotipo TT tuvieron las concentraciones mas altas

de zinc y estd combinacién se asocié con una menor probabilidad de DM2.

Es importante mencionar que el 24% de las participantes evaluadas tuvo una concentracion
en ayuno igual o mayor a 126mg/dL de glucosa y lo desconocia hasta ese momento del
analisis. Lara-Riegos y cols. (89) encontraron que el 20% de los participantes indigenas

tenian DM2 y el 60% lo desconocia.
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Por otro lado, la variante de riesgo de este genotipo se ha asociado principalmente a
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), pero estudios previos realizados en mexicoamericanos en
San Antonio, Texas y en Arizona no pudieron establecer una asociacion entre la variante de
riesgo y la DM2 y concluyeron que era poco probable encontrar una asociacion en
poblaciones con antecedentes étnicos diferentes. Al respecto en el meta analisis publicado
por Chen vy cols. (77) concluyeron que los antecedentes étnicos contribuyen de manera
importante a la asociacion descrita entre la variante rs13266634 y la DM2, como es el caso

de la poblacién maya que tiene antecedentes genéticos diferentes de otras poblaciones.

La frecuencia del alelo C de riesgo obtenida en el estudio fue mayor que la del alelo T. Lara
Riegos informd también que habia una frecuencia mayor del alelo C de riesgo (75%) en
poblacidon maya. La frecuencia del alelo C informada en el proyecto de variacion genética
mundial HapMap para poblaciones mexicanas habitantes de Los Angeles es una de las mas

altas (75%) a escala mundial, que es la misma reportada para poblacién maya.

Al comparar los datos de las variables de acuerdo con los genotipos, se observd que la
presencia del genotipo CC se asocié con un IMC y concentracion de glucosa mas elevada
asi como con una concentracién de insulina y de zinc tanto en plasma como en glébulos
rojos menor. Sin embargo, no se encontrd significancia estadistica. Los resultados del
presente estudio mostraron diferencias asociadas con los alelos, pero estas diferencias no
se encontraron en las comparaciones por genotipos, posiblemente porque el tamafio de
muestra es insuficiente y no permite alcanzar significancia estadistica. También Cauchi (90)
en sus estudios hace mencion de que las variaciones genéticas tienen efecto sobre la
accién de la insulina en presencia de obesidad, en nuestro estudio podemos ver que a
pesar de tener un tamafio de muestra pequefio, hay un efecto moderado del alelo de
riesgo sobre la concentracion de los indicadores de zinc y una correlacién positiva entre el

IMC vy las concentraciones de insulina.

Los resultados del presente estudio piloto sugieren que podria existir asociacion entre la
variante y las concentraciones de zinc, pero posiblemente esta asociacion no se encuentra
en la comparacion entre genotipos debido a que este estudio tiene una muestra pequefia y

fue disefiado como un estudio piloto que permitiera estudiar una asociacién sobre la que
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no existe informacion. Posiblemente, si se llegara al tamafio de muestra deseado
podriamos encontrar una mayor fuerza de asociacién. Sin embargo, el valor de los hallazgos
se encuentra en el aspecto de la reproducibilidad de una asociacién ya encontrada en una
poblacion de caracteristicas similares en cuanto a prevalencia del polimorfismo. Es
importante que haya mas estudios en poblacién mexicana para mostrar la relevancia de
esta asociacion en una poblacidon con alta prevalencia de DM2 como es la mexicana.
También es de interés estudiar si el estado de nutricién en zinc y la variante tienen algun
tipo de interaccién o modificacién de efecto que influya sobre el riesgo de diabetes mellitus

tipos 2 o el metabolismo de la insulina.

Al tratarse de un estudio piloto, la limitacién principal del estudio radica en el tamafio de la
muestra que no permitié contar con el poder estadistico adecuado para analizar las
asociaciones propuestas, pero los datos obtenidos permiten hacer el célculo del tamafio de
muestra necesario. Ademas, no se evalué el consumo de zinc por la dieta; sin embargo, es
importante reconocer la susceptibilidad que tiene la poblacion identificando los factores de
riesgo: sobrepeso, altas concentraciones de glucosa en ayuno y bajas concentraciones de
zinc, destacando que son las mujeres las que tienen los porcentajes mas elevados, aunado

a una mayor frecuencia del alelo de riesgo en la poblacion.
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XIl.

CONCLUSION

En conclusidn, este es uno de los primeros estudios en poblacidén mexicana que busca la
asociacién del SNP y las concentraciones de Zn, insulina y glucosa en mujeres en edad
reproductiva. Dada la alta frecuencia del SNP y su relacion con el riesgo de desarrollar
diabetes mellitus tipo 2, es pertinente que se realicen estudios donde se busque
intencionadamente datos clinicos y genéticos que ayuden al diagndstico preventivo para
DM2.

En el presente trabajo la Unica variable que mostré diferencia asociada con el genotipo es
la concentracion de zinc en gldbulos rojos. Las mujeres que tienen al menos una copia del
alelo C fueron las que tuvieron menores concentraciones de zinc y las diferencias

alcanzaron significancia tanto en el plasma, como en glébulos rojos.
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XIV.

ANEXO A

CARTA INFORMATIVA

Por este conducto, nos permitimos invitarla a participar en el estudio Asociacion entre el
polimorfismo rs13266634 del gen SLC30A8 (proteina transportadora de zinc ZnT8) vy las
concentraciones de zinc, insulina y glucosa en mujeres adultas de la zona de Santa Fe de Ia
Ciudad de México. Estudio Piloto.

El zinc participa en muchos procesos bioldgicos, por lo que su deficiencia tiene
repercusiones graves para la salud. Las mujeres en edad reproductiva tienen mayor riesgo
a presentar deficiencia de zinc. En la Ciudad de México, el 44% de las mujeres presentd
deficiencia severa, aunado a que las mujeres son mas propensas que los hombres a
desarrollar alteraciones en las concentraciones de glucosa 10.3% vs 8.4% de acuerdo a la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion de Medio Camino 2016. La variante alélica
rs1326634 del gen SLC30A8 se asocia con una disminucion en la secrecion de la insulina
provocando un aumento en las concentraciones de glucosa. La variante de riesgo es mas
frecuente en la poblacién mexicana (75%) que en europeos (71.7%) o asiaticos (56.7%).

El presente trabajo pretende evaluar si existe una relacién entre la prevalencia del
rs13266634 del gen SLC30A8 y la concentracion de zing, insulina y glucosa en la poblacién
mexicana

Si usted acepta, su participacion en este estudio consistird en:

e Asistir a una cita, a la cual debera venir en ayuno.

e Aceptar que se le tome una muestra de 10ml de sangre, aproximadamente una
cucharada sopera. La toma de sangre puede ocasionarle un moretdn, pero esto es
poco frecuente y las molestias son pasajeras. La toma de sangre se realizara por
personal entrenado, con material nuevo y estéril.

e Ponerse una bata para pesarla y medirla.

La evaluacién tendra una duracién aproximada de 30 minutos y los estudios seran gratuitos
y la informacion confidencial.
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XV.

ANEXO B

CUESTIONARIO

Asociacion entre el polimorfismo rs13266634 del gen SLC30A8 (proteina transportadora de
zinc ZnT8) y las concentraciones de zinc, insulina y glucosa en mujeres adultas de la zona
de Santa Fe de la Ciudad de México. Estudio Piloto.

Nombre: No. de expediente:

Fecha de nacimiento: Direccion:

Caracteristicas sociales

Estado civil: 1. Soltera 2. Casada 3.UL 4. Otros

Escolaridad en afios cumplidos: Ocupacioén:

¢Cuantas personas viven en su domicilio?

éCudl es el total de habitaciones con que cuenta su hogar? NOTA: no incluya bafios, pasillo,
patios ni azotehuelas.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7.

¢Cuantos bafios completos con regadera y WC hay para uso exclusivo de los integrantes de
su hogar?

0. 1. 2. 3. 4,

En su hogar ¢cuenta con calentador de agua o boiler? 1.Si__ 2. No

Contando los focos que utiliza para iluminar su hogar incluyendo los de techos, ldamparas de
burd, paredes o piso écuantos focos tiene en su vivienda?

¢El piso de su hogar es predominantemente de tierra, de cemento o de algln otro tipo de
acabado?

1. Tierra 2. Cemento (firme) 3. Otro tipo de material y acabado

¢ Cuantos automoviles propios, excluyendo taxis, tienen en su hogar?
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éCuenta su hogar con los siguientes aparatos, que funciones?

1. Si 2.No

Lavadora de ropa

Horno de microondas

Tostador de pan

Videocasetera o DVD

Computadora

Television

aspiradora

Caracteristicas bioldgicas

Fecha de la menarca: Estatura cm: Peso kg:

Marque por favor si tiene alguna de las siguientes enfermedades

1.Si 2.No

Diabetes

Cirrosis

Acrodermatitis enteropatica

Alcoholismo

Sprue

Enfermedad de Crohn

Sindrome de intestino
irritable

éHa consumido suplementos vitaminicos en los ultimos tres meses? 1. Si 2.No




XVI.  ANEXO C Determinacién de glucosa

Espectrofotometro de absorcion atomica

Fundamentos del método
El esquema de reaccion es el siguiente:
GOD
glucosa + O, + H,0 acido ------------ acido glucénico + H,0,

2 H,0, + 4-AF + fenol ------------------ quinona coloreada + 4 H,0

REACTIVOS PROVISTOS

A. Reactivo A: solucion de 4-aminofenazona 25mmol/l en Buffer Tris 0,92 mol/I.
B. Reactivo B: solucién de fenol 55mmol/I.

C. Reactivo C: solucién de glucosa oxidasa (1000U/ml) y peroxidasa (120U/ml).
S. Standard: solucion de glucosa 1g/I

Concentraciones finales

GOD e > 3000U/I
POD i > 400U/I
B-AF e 1,25mM
FENOL. . 2,75mM
PH e, 7,4+0,1

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Standard: listo para usar.

Reactivo A: listo para usar.

Reactivo B: listo para usar.

Reactivo C: homogeneizar por inversion antes de usar, evitando la formacion de espuma.
Reactivo de Trabajo: de acuerdo al volumen de trabajo, colocar en una probeta 500 partes
de agua destilada, 50 partes de Reactivo A, 50 partes de Reactivo B y llevar a 1000 partes
con agua destilada. Agregar 3 partes de Reactivo C previamente homogeneizadas. Mezclar
por inversién, sin agitar. Rotular y fechar.

Pueden prepararse distintas cantidades respetando las proporciones antes mencionadas.
Es importante ademas, respetar el orden de agregado de los reactivos y asegurar una
perfecta homogeneizacién de los mismos, a fin de que el Reactivo B no deteriore el
Reactivo de Trabajo.

ALMACENAMIENTO
Reactivos Provistos: son estables en refrigerador (2-102 C) hasta la fecha de vencimiento
indicada en la caja. No mantener a temperaturas elevadas durante lapsos prolongados.
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Reactivo de Trabajo: en refrigerador (2-102 C) y en frasco color caramelo es estable un mes
a partir de la fecha de su preparacion.
MUESTRA
Suero o plasma
a) Recoleccidn: se debe obtener suero o plasma de la manera usual.
b) Aditivos: en caso de que la muestra a emplear sea plasma, se recomienda el uso de
Anticoagulante G de Wiener.
d) Estabilidad e instrucciones de almacenamiento: los hematies y leucocitos son los
responsables de la destruccion

PROCEDIMIENTO

En tres tubos marcados B (Blanco) S (Standard) y D (Desconocido) colocar:

Standard - 20ul -

Muestra - - 20ul

Reactivo de Trabajo 2 mlde B, Sy D

Incubar 10 minutos en bafio de agua a 370C. Luego leer en espectrofotdmetro a 505nm o

en fotocolorimetro con filtro verde (490-530nm) llevando el aparato a cero con el blanco.
ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccién final es estable 1 hora, por lo que la absorbancia debe ser leida dentro
de este lapso.
CALCULO DE LOS RESULTADOS

1,00 g/

glucosa g/l =D x f donde f = ------------
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XVII.  ANEXO D Determinacion de zinc

Espectrofotometro de absorcion atomica

La cuantificacion de zinc se llevd a cabo por espectrofotometria de absorcién atémica. La
técnica de absorcidn atémica consiste en medir la cantidad de energia luminosa absorbida
por los dtomos cuando estos se encuentran en estado basal y a una longitud de onda

determinada.

El nimero de atomos se incrementa en la trayectoria de la luz y la cantidad de luz
absorbida también se incrementa, de tal manera que conociendo la cantidad de luz
absorbida se puede determinar cuantitativamente la cantidad del analito presente en una

muestra determinada.
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XVIIl.  ANEXO E Determinacion de insulina

Método ELISA

El kit insulina por el método de ELISA de dos sitios en fase sdlida, estd basado en la técnica
de sandwich directo en que dos anticuerpos monoclonales son dirigidos a dos
determinados antigenos separados de moléculas de insulina. La insulina en la muestra
reacciona al conjugado enzimatico anti-insulina-HRP y al anticuerpo antiinsulina unido al
micropozo. Un simple paso de lavado remueve el conjugado enzimdtico no unido. El
conjugado HRP unido es detectado gracias a la aplicacion del sustrato. La reaccion es
frenada al agregar acido para brindar una concentracion colorimétrica que es leida
utilizando un lector de ELISA

Recoleccién de muestra

Recolectar la sangre por venopuncion y separar el suero de inmediato, de lo contrario,
refrigerar la muestra a (2-82 C) por cinco dias, en caso de exceder dicho plazo, congelar a -
202 C hasta por un mes.

Previo al ensayo la mue debera ser descongelada y homogeneizada.

Preparacién del reactivo

Conjugado enzimatico: preparar una solucion 1X a 1:20 con el diluyente de ensayo
requerido.

Solucién de lavado: preparar una solucion de lavado a 1X, adicionado el contenido de la

botella (25ml, 20X) a 475ml de agua destilada. Conservar a temperatura ambiente.
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XIX.

ANEXO F Extraccion de ADN con el reactivo DNAzol

DNAzol® es un reactivo completo y listo para usar para el aislamiento de ADN gendmico o
viral de muestras sélidas y liquidas de origen humano, animal y vegetal. El procedimiento
de DNAzol se basa en el uso de una solucién de lisis de guanidina y detergente que
hidroliza el ARN y promueve la precipitacién selectiva del ADN del lisado celular. El DNAzol®
es una solucién no téxica y el procedimiento no requiere el uso de fenoles. EI ADN se
puede obtener a partir de un gran nimero de muestras de pequefio o gran volumen; 50ml
de DNAZzol® son suficientes para procesar 50 muestras, cada una con 25 - 50mg de tejido.
El aislamiento del ADN gendmico se puede completar en 10-30 minutos con una
recuperacion del ADN de 70 - 100%. El ADN aislado se puede usar para analisis Southern,
hibridacién de transferencia de puntos, clonacién molecular y reaccién en cadena de la
polimerasa. El procedimiento es el siguiente:

1. Inocular una colonia de E. coli en 10ml de LB, crecer hasta fase log tardia con

agitacion (372C, 180 a 200rpm).

2. Centrifugar 10 minutos a 3.000rpm. Descartar sobrenadante con pipeta.
Agregar 250mcg de DNAzol. Homogeneizar bien con la pipeta para romper el
pellet.

Centrifugar 10 minutos a 10.000rpm

Trasvasar el sobrenadante a otro tubo sin tocar el pellet.

Agregar 250mcg de etanol 100%. Mezclar con la pipeta.

Centrifugar a maxima durante 10 minutos.

Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 250mcg de etanol al 70%.
Centrifugar a maxima durante 5 minutos.

10 Dejar secar el pellet al aire (no colocar en secador).

11. Resuspender en agua bidestilada estéril. Vortear suavemente.

12. Medir concentracién de ADN extraido.

© o N v A
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XX.

ANEXO G Genotipificacion

TagMAN

Para los experimentos de genotipado, el tipo de ensayo Custom (Personalizado)
incluye Custom TagMan® SNP Genotyping Assays. Custom TagMan SNP
Genotyping Assays son conjuntos de cebadores y sondas TagMan MGB con el
marcaje de los fluorocromos FAM y VIC que estan disefiados, sintetizados y
formulados por el servicio Custom TagMan® Genomic Assays de acuerdo con la
informacién de secuencia remitida. La mezcla del ensayo esta disponible en un solo

tubo de 40X u 80X preformulado.
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XXI. ANEXO H CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Marque con una paloma la opcidn elegida

Si No

éUsted ha comprendido la carta informativa?

¢Usted esta dispuesta a venir en ayuno a la cita?

éUsted esta de acuerdo en que se le tome una muestra de sangre?

éSabe usted que este estudio es totalmente gratuito?

éSabe usted que su participacién es voluntaria y podra retirarse cuando
guste?

ésabe usted que la informacion que nos proporcioné sera confidencial?

Si usted contesté NO a alguna pregunta, usted no estd dispuesta a participar en este
estudio.

Si usted ha contestado Sl a todas la preguntas y acepta participar en este estudio firme por

favor.

Nombre de la participante Firma

Testigos:

Nombre Parentesco Firma
Nombre Parentesco Firma

FECHA:

62



	Portada 

	Índice Temático 
	Resumen 

	I. Introducción 
	II. Marco Teórico 
	III. Planteamiento del Problema  
	IV. Hipótesis de Investigación   V. Objetivos de Estudio 
	VI. Metodología  
	VII. Modelo Conceptual 
	VIII. Análisis Estadístico 
	IX. Consideraciones Éticas 
	X. Resultados 
	XI. Discusión  
	XII. Conclusión
	XIII. Referencias Bibliográficas 
	XIV. Anexos



