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Resumen

El minisatélite VNTR INS se ha asociado a la DT1 y DT2 en poblaciones
caucasicas, sin embargo, su asociacion con la DT2 es controversial. Este
minisatélite se encuentran en desequilibrio de ligamiento con el microsatélite THO1
localizado en el gen TH, rio abajo del gen INS. EI THOl1 esta localizado
relativamente cerca de los loci rs149483638 (INS_IGF2) y rs2237897 (KCNQ1)
asociados previamente a la DT2 en poblacion mexicana. Dado que no existen
estudios de asociaciéon entre THO1 y la DT2, el objetivo de este estudio fue
identificar si el locus THO1 estan asociados a la DT2 en México, e investigar si
existe desequilibrio de ligamiento entre el microsatélite THO1 y los SNPs
rs149483638 y rs2237897. Se realizo un estudio de casos y controles que incluyo
364 casos con DT2 y 393 controles. El microsatelite THO1 se genotip6 por analisis
de fragmentos y se confirmd la secuencia del repetido por secuenciacion tipo
Sanger. La asosiacion con la DT2 se realizé con un modelo de regresion logistica
univariada utilizando el programa SPSS 24, y el desequilibrio de ligamiento se
explord con el programa Arlequin 3.5. Se identificaron 9 alelos del locus THO1, 5
de ellos tuvieron una frecuencia = 5% en la poblacién: 6 (32.8%), 7 (35.2%), 8
(5.5%), 9 (5.6%) y 9.3 (20.3%). Las frecuencias genotipicas observadas se
encontraron de acuerdo al equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0.05). El alelo 9 se
asocio con un efecto protector para desarrollar DT2 en mujeres antes de los 40
afios (OR=0.344, CI=0.13-0.89, p=0.028), mientras que el alelo 9.3 se asocio
significativamente con un riesgo mayor para desarrollar DT2 en hombres mayor de
39 afos (OR=1.902, CI=1.17-3.09, p=0.009). El locus THO1l se encontré en
desequilibrio de ligamiento con el rs149483638 (INS_IGF2). Ambos alelos 9 y 9.3
del locus THO1 se encontraron ligados al alelo de riesgo (C) del rs149483638
(INS_IGF2), No obstante, el alelo protector (9) de THO1 no se encontré asociado
al alelo protector (T) de INS-IGF2, lo que sugiere que el mecanismo protector de
THO1 debe ser diferente al involucrado con ese SNP. Es necesario replicar estos
resultados en diferentes poblaciones en México y a nivel mundial e investigar los
mecanismos por los cuales los alelos de riesgo y proteccion del THO1 ejercen su

efecto sobre la DT2.



Abstract

The INS VNTR minisatellite has been associated with T1D and T2D in Caucasian
populations, however, its association with T2D is controversial. This minisatellite is
in linkage disequilibrium with the THO1 microsatellite located in the TH gene,
downstream of the INS gene. THO1 is located relatively close to loci rs149483638
(INS_IGF2) and rs2237897 (KCNQ1) previously associated with T2D in the
Mexican population. There are no association studies between THO1 and T2D, the
objective of this study was to identify whether the THO1 locus is associated with
T2D in Mexico and investigate whether there is a linkage disequilibrium between
the THO1 microsatellite and the SNPs rs149483638 and rs2237897. A case-control
study was conducted that included 364 cases with T2D and 393 controls without
T2D. THO1 microsatelite was genotyped by fragment analysis and the repeat
sequence was confirmed by Sanger type sequencing. The association with T2D
was carried out with a univariate logistic regression model using the SPSS 24
program, and the linkage imbalance was explored with the Harlequin 3.5 program.
9 alleles of the THO1 locus were identified, 5 of them had a frequency = 5% in the
population: 6 (32.8%), 7 (35.2%), 8 (5.5%), 9 (5.6%) and 9.3 (20.3%). The
observed genotypic frequencies were found according to the Hardy-Weinberg
equilibrium (p> 0.05). Allele 9 was associated with a protective effect to develop
T2D in women before age 40 years (OR = 0.34, CI: 0.13-0.89, p = 0.028), while
allele 9.3 was significantly associated with a higher risk for developing T2D in men
older than 39 years (OR = 1902, CI: 1.17-3.09, p = 0.009). The THO1 locus was in
linkage disequilibrium with rs149483638 (INS_IGF2). Both alleles 9 and 9.3 of the
THO1 locus were found linked to the risk allele (C) of rs149483638 (INS_IGF2),
however, the protective allele (9) of THO1 was not found associated with the
protective allele (T) of INS_IGF2, which suggests that the protective mechanism of
THO1 should be different from that involved with that SNP. It is necessary to
replicate these results in different populations in Mexico and worldwide and
investigate the mechanisms by which the risk and protection alleles of THO1 exert
their effect on T2D.



1. Introduccién
La Diabetes es un problema de salud publica a nivel mundial, cuya incidencia ha
incrementado rapidamente en diversos paises (Rutter A. 2014). La Federacién
Internacional de Diabetes (IDF) estimé el nUmero de personas con Diabetes en
casi 500 millones de personas afectadas por diabetes a partir de 2017 (y casi 700
millones para 2045), (Cho N. et al., 2018). Actualmente el 90% de los casos de
Diabetes corresponden a Diabetes Mellitus Tipo 2 (DT2) (Rutter A. 2014).

La poblacion de indios Pima presenta la incidencia de DT2 més alta a nivel
mundial, (23.5 - 25.3 por cada 1000 personas por afio) (Villalpando G. et al.,
2014), mientras que poblaciones europeas presentan incidencia muy baja (1.2 -
4.1 por cada 1000 personas por afo) (Jarrett J. et al., 1979; Keen H. et al., 1982).
En México, la DT2 es una enfermedad cronica muy frecuente, cuya incidencia es
considerada de las mas altas (13.7 - 14.4 por cada 1000 personas por afio)
(Villalpando G. et al.,, 2014). De acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion la DT2 afecta al 9.2 % (6.4 millones de personas) de la poblacion entre
20 y 69 afos en Mexico (ENSANUT 2012), sin embargo, considerando también los
no diagnésticados, la prevalencia aumenta hasta 18.9%. Ademas, la DT2 pasé de
ocupar el segundo lugar en numero de defunciones por ailo (ENSANUT 2012) a
ocupar el primer lugar en tan solo 4 afios (SEGOB, 2016).

La Diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad metabdlica multifactorial que
se caracteriza por la resistencia de los tejidos periféricos a la acciéon de la insulina
y un déficit de la secrecion de insulina que aparece como resultado de la
hiperglucemia sostenida y la sobre estimulacién persistente de las células B (ADA,
2010.). El origen de la DT2 esta dado por la interaccion de factores genéticos y
ambientales. Los factores genéticos incrementan la susceptibilidad mientras que
los factores ambientales actian como disparadores o0 desencadenantes
(Rodriguez G. 2014). Los factores ambientales juegan un papel importante en el
aumento a la resistencia de los tejidos periféricos a la acciéon de la insulina, asi

como en el desarrollo de la DT2 (Kaur J. 2014).



La obesidad es uno de los principales factores ambientales asociados al
desarrollo de la enfermedad, de hecho, el 58% del incremento global en la
prevalencia de DT2 ha sido atribuido principalmente a éste factor (Yisahak S. et
al., 2014), y se ha visto que el riesgo de DT2 aumenta linealmente con el
incremento en el indice de masa corporal (IMC) (DeFronzo, R. y Ferrannini E.
1991); sin embargo, esta relacién podria no ser tan directa, ya que en poblaciones
como China, India y Japén, en los que la prevalencia de la obesidad es
relativamente baja y la prevalencia de DT2 es alta. (Wells, J. 2017). En contraste
en paises como Australia y Reino Unido, que tienen una prevalencia alta de
obesidad, tienen una prevalencia baja de DT2 (OECD, 2017).

Mediante estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS) se han
identificado mas de 100 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) asociados a
la DT2 en la dltima década (Welter, D. et al., 2014), la mayoria de ellos localizados
en genes, en regiones no codificantes (Bell, et al., 1984; Owerbach, D. and
Gabbay, K. 1993). Sin embargo, estos polimorfismos explican solo una pequefia
parte de la variabilidad estimada para el desarrollo de la enfermedad (Hara K. et
al., 2014). En un estudio, en poblacién Europea, en el que reportaron 36 SNPs
asociados a DT2 encontraron que la variabilidad aportada por estas variantes es
aproximadamente del 10% (Herder C. and Roden M. 2011).

La asociacibn mas fuerte conocida hasta el momento en poblacion

Mexicana son los SNPs ubicados en los genes TCF7L2 (Pradas et al., 2014),

SLC16A11 y HNF1A ( SIGMA Type 2 Diabetes Consortium. Williams A. et al.,
2014; SIGMA Type 2 Diabetes Consortium. Estrada K. et al., 2015). En estudio de

casos y controles también en poblacion mexicana en el cual evaluaron la
influencia de diferentes factores cémo la obesidad, la historia parental (HP) de
DT2, y 16 SNPs asociados al desarrollo de DT2, encontraron que la influencia de
los SNPs era solo del 8.4%, de la obesidad fue de 7.1 % y de la HP del 11.8%
(Berumen J. et al., 2019).

El gen de la insulina humana (INS) se localiza en el brazo corto del
cromosoma 11p15.5 en una region de aproximadamente 40 kb, que incluye

ademas los genes del Factor de Crecimiento similar a Insulina 2 (IGF2) y el de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herder%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21198561
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Estrada%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24915262

Tirosina Hidroxilasa (TH) (Julier et al., 1991; Lucassen et al., 1993), los cuales
comparten mecanismos de regulacion a nivel transcripcional (Mutskov and
Felsenfeld. 2009). Estudios de asociacion y de ligamiento demostraron que el
VNTR INS esta relacionado a la diabetes mellitus tipo 1 (TD1) (Bennett, T. et al.,
1997), y confiere susceptibilidad a la DT2 (Bell, et al., 1984; Owerbach, D. and
Gabbay, K. 1993). Alelos del VNTR INS confieren susceptibilidad a la DT2 cuando
son heredados via materna (Huxtable S. et al., 2000). Incluso, se ha demostrado
gue este minisatélite se encuentra involucrado en la regulacion del gen INS
(Lucassen et al., 1995). Sin embargo, en estudios mas recientes no han
confirmado tal asociacion (Khoshroo M, et al., 2017).

Muy cercano al VNTR INS, se localizan dos SNPs asociados previamente
a DT2 en poblacion mexicana (Figura 1), el rs149483638 ubicado en el segundo
intron del gen IGF2 localizado 2 kb 57al gen INS, y el rs2237897, localizado en el
gen Subunidad Primaria del Canal de Potasio dependiente de Voltaje (KCNQ1), ~
60 Kb 3"del gen de la INS. (Berumen J. et al., 2019).
Aproximadamente 10 kb 5 de INS, en el primer intron del gen TH se localiza el
microsatélite THOL1 (Figura 1), un repetido del tetranucledtido “AATG” que se ha
asociado a enfermedades como Obesidad (Gu et al.,, 2002), Hipertension
(Sharma, P. et al., 1998; Jindra, A. et al.,, 2000), Enfermedad Coronaria
(Sankaranarayanan, K. 1999), Sindrome Metabdlico y altos niveles de triglicéridos
(Haffner, S.M. 2002). Ademas este microsatélite se ha utilizado como marcador
subrogado para evaluar la asociacion del VNTR INS con la DT1 en poblaciones
caucasicas, ya que el THO1 se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el
VNTR INS (McGinnis y Spielman 1995). Y debido a la variacion en la estructura y
longitud del VNTR INS, el microsatélite THO1 ha sido mas facil de explorar
(Jeffreys et al., 1991; Stead y Jeffreys 2000, 2002).
Ademads, este microsatélite se ha utilizado para identificacién de individuos e
investigacion forense en todo el mundo (Butler J. y Hill R, 2012). Sin embargo,
dado que no se ha estudiado en ninguna poblacion la asociacion directa del
microsatélite THO1 con la DT2, en este estudio investigamos si el THO1 esta

asociado a la DT2 mediante la realizacion de un estudio de casos y controles.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC403702/#ref15
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Figura 1. Ubicacion de los loci rs149483638 entre el gen del Factor de Crecimiento similar a Insulina 2 y el gen de
Insulina (IGF2_INS); THO1 en el gen Tirosina Hidroxilasa (TH ) y rs2237897 |la Subunidad Primaria del Canal de Potasio
dependiente de Voltaje (KCNQ1) en el cromosoma 11.



2. Justificacion

Desde hace mas de dos décadas se han estudiado polimorfismos en la region
cercana al gen INS para evaluar su asociacion con la DT2 en poblaciones
europeas, particularmente se ha utilizado al VNTR INS. Sin embargo, debido a la
dificultad para explorarlo, se ha utilizado al microsatélite THO1 que se encuentra
en desequilibrio de ligamiento con el VNTR INS como un marcador subrogado
para evaluar la asociacion con la DT2, no obstante, los resultados han sido
inconsistentes (Ong K, et al., 1999; Bell, et al., 1984; Owerbach, D. and Gabbay,
K. 1993). Por otra parte, se ha demostrado que el microsatélite THO1 participa en
la regulacion del gen INS (Lucassen et al.,, 1995) y, ademas se ha asociado a
enfermedades relacionadas a la DT2, como obesidad (Gu et al, 2002),
Hipertension (Sharma, P. et al., 1998; Jindra, A. et al., 2000) y sindrome
metabdlico (Haffner, M. 2002).

Hasta el momento no se han asociado directamente los alelos del
microsatélite THO1 con la predisposicién a la DT2 en México y en el mundo, dado
que el locus THO1 se localiza en una zona relativamente cercana a los loci
rs149483638 (INS IGF2) y rs2237897 (KCNQ1) asociados a DT2 en poblacién
mexicana (Berumen J. et al., 2019) es posible que se encuentren en desequilibrio

de ligamiento y que compartan una asociacion a la DT2.

3. Hipdétesis

Algunos alelos del locus THO1 se encuentran asociados a la DT2 y en

desequilibrio de ligamiento con los SNPs rs7149483638 (IGF2_INS) y
rs2237897 (KCNQL1).



4. Objetivo general

1.- Identificar los alelos del locus THO1 asociados a la DT2 en México.

5. Objetivos particulares

1.- Identificar las frecuencias alélicas y genotipicas de los alelos del locus THO1 en

poblacion mexicana.

2.- Investigar si alelos y/o genotipos del locus THO1 estan asociacion a la DT2 en

México.

3.- Evaluar si los loci THO1, rs149483638 (INS_IGF2) y rs2237897 (KCNQ1) se

encuentran en desequilibrio de ligamiento.

4.- ldentificar los haplotipos formados entre los loci THO1, rs149483638
(INS_IGF2) y rs2237897 (KCNQ1) asociados a la DT2.



6. Metodologia
1. Seleccion de muestra
Se realizé un estudio de casos y controles. Los casos y controles incluidos en este
estudio forman parte del Estudio de Diabetes en México (DMS), cuyo disefio se ha
descrito previamente y es parte de la Iniciativa Slim en Medicina Gendémica para
las Américas (SIGMA) y el Consorcio de diabetes Tipo 2 (Diabetes tipo 2 SIGMA
Consorcio 2013, 2014). Los participantes fueron reclutados del IMSS e ISSSTE.
Los criterios de inclusion se realizaron de acuerdo con los criterios de la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA) para el diagnéstico de DT2. Se
seleccionaron aleatoriamente de la base de datos DMS 416 casos (individuos no
relacionados, mayores de 20 afios con diagndéstico previo de DT2 o niveles de
glucosa en ayunas superiores a 125 mg/dL) y 443 controles (sujetos sanos,
mayores de 50 afios y con niveles de glucosa en ayunas por debajo de 100
mg/dL). Estos casos y controles fueron reclutados entre los afios 2009 - 2013.
Todos los participantes tienen ascendencia mexicana mestiza, segun lo informado
por ellos mismos y confirmado por andlisis de componentes principales de
genotipos (SIGMA Consorcio Diabetes tipo 2, 2014). Se obtuvo el consentimiento
informado de todos los participantes y el estudio se realizé con la aprobacién de
los Comités de Etica e Investigacion del Instituto Nacional de Medicina Gendmica
y el Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.
2. ldentificacién del polimorfismo STR THO1.

Los primers Forward 5’- GTGGGCTGAAAAGCTCCCGATTAT 3’ y Reverse 5'-
CCAGAGCCCAGATACCCTTTGAAT 3’ fueron diseiiados utilizando el software
Primer Express v3.0.1, el primer Forward 5 se marcd con florescencia (VIC)
(Applied Biosystems). Se determiné la concentracion de las muestras de DNA en
el Espectrofotometro / Fluorometro DS-11 FX+ (DeNovix). Se realizaron las
diluciones correspondientes para dejarlas a una concentracién final de 20 ng/ul.
Para la PCR se utilizaron 40 ng de DNA total en una reaccién de 10 pl que con 2
mM de MgClz, 1x buffer de PCR (50 mM de KCI, 10 mM TrisHCI, pH8.3), 200 uM
de cada deoxinucledtido trifosfato, 1 yM de cada “primer” y 1 U de Tag DNA

polimerasa (Invitrogen), las amplificaciones fueron realizadas en el termociclador


https://www.denovix.com/assays/

MaxyGene Il. Axygen®. Para verificar el correcto disefio de los primers y
seleccionar las condiciones 6ptimas de PCR de acuerdo con la calidad del
producto amplificado, se prepararon geles de agarosa al 1.5%, y se corrieron 5 pl
de cada producto de PCR.

Los alelos del locus THO1 fueron identificados mediante electroforesis capilar por
analisis de fragmentos (AF) con el secuenciador genético ABI PRISM 3130
(Applied Biosystems), se utilizd el marcador de peso molecular GeneScan 500 LIZ
y el ladder alelico AmpFLSTR™ Identifiler™ (Applied Biosystems). El analisis
se realizo con el software GeneMapper v4.0 (Applied Biosystems). Debido a que
no se utilizo el set de primers del ladder AmpFLSTR Identifiler se observo un
desfase entre el ladder y la asignacion de alelos en los electroferogramas, por lo
gue se verifico la secuencia del repetido y los alelos del locus THO1 seleccionando
las muestras homocigotas de los alelos identificados por AF. La secuenciacion se
realiz6 por el método tipo Sanger con nucleétidos fluorescentes (Big Dye
Terminator Ready Reaction, Applied Biosystems). La electroforesis de las
secuencias se realizd en el secuenciador genético ABI PRISM 3130 (Applied
Biosystems), y el andlisis se realizé con el software “Sequencing Analysis” y
Chromas 2.4. La comparaciéon de las secuencias exploradas se realiz6 mediante
un BLAST con la secuencia de referencia de la ultima version del genoma
(GRCh38). Una vez realizado el AF en todas las muestras se corrigio la asignacion

de alelos manualmente mediante observacion directa.

3. Analisis de la frecuencia alélica y genotipica del locus THO1.
La distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas se analizaron con el
software SPSS Statistics version 24 IBM. El equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)
se calculé con el software Arlequin version 3.5 (Excoffier, L. and H.E. L. Lischer,

2010), basado en la prueba exacta de Fisher (Guo and Thompson 1992).
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4. ldentificacion de los alelos del locus THO1 asociados a la DT2 en
México.
La identificacion de los alelos y/o genotipos del locus THO1 asociados a la DT2 se
realiz6 con un modelo de regresion logistica invariada, utilizando el software SPSS
Statistics version 24 IBM. Se consideraron positivos aquellos alelos y/o genotipos

cuya razon de momios o valor de r2 fue estadisticamente significativo (p<0.05).

5. Analisis de desequilibrio de ligamiento.
Para este andlisis se incluyeron los SNPs rs149483638 y rs223789 que fueron
genotipados en las mismas muestras en un estudio previo de DT2 en poblacion
mexicana (Berumen J. et al., 2019). El desequilibrio de ligamiento se calculé entre
cada par de loci con el software Arlequin version 3.5 (Excoffier, L. and H.E.
L. Lischer, 2010), basado en la prueba de razon de verosimilitud y la prueba de X2
(Slatkin y Excoffier 1996).

6. ldentificacion y analisis de la frecuencia haplotipica.
Las frecuencias haplotipicas se calcularon con el software Arlequin version 3.5
(Excoffier, L. and H.E. L. Lischer, 2010), la distribucién entre casos y controles se

calculé en SPSS Statistics version 24 IBM.
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7. Resultados

1. Descripcidn clinica y demografica de las muestras.

De los 443 controles y 416 casos incluidos inicialmente en este estudio, 16
controles y 31 casos fueron excluidos debido a la mala calidad de sus muestras de
DNA, quedando un total de 757 participantes, 393 controles y 364 casos. Las
caracteristicas clinicas de los pacientes con DT2 y los controles sin diabetes se
presentan en la Tabla 1. El 60.9% de la muestra fueron mujeres y 31.9%
hombres. La edad promedio de los controles no diabéticos fue de 61.4 + 10 afos,
mientras que la edad de los casos fue de 47.7 + 8.8. La edad promedio en el
momento del diagnostico de DT2 fue de 39 + 6 afos, y el nUmero de afios con la
enfermedad vari6 en un amplio rango de afios, desde 0 a 39 afios, con un
promedio de 9 + 9 afos. El 64.3% de los controles no reportdé antecedentes de
DT2 en ningan progenitor, mientras que soélo el 3.4% lo presenté en ambos
progenitores. En los casos, el 24.3% tuvo antecedentes de DT2 en ambos
progenitores. El antecedente materno fue mayor (52.5%) comparado con el
antecedente paterno (41.2%). En el momento del reclutamiento del estudio, la
mayoria de los pacientes (89.5%) estaban tomando medicamentos para la DT2 y
solo un pequeiio porcentaje de casos (24.3%) y controles (21.1%) se identificaron

como fumadores.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de casos y controles (n=757)

Mujeres Hombres Ambos géneros
Variable Controles Casos Controles Casos Controles Casos
(n=251) (n=210) (n=142) (n=154) (n=393) (n=364)
Variables continuas: media % SD (n)
Edad (Afios)  61.8+9.9(251) | 47.3+9c(210) | 60.8+10(142) | 48.3+8.5¢(154) | 61.4+10(393) | 47.7 +8.8¢(364)
IMC (kg/m 2) | 28.51 +5.1 (249) | 302 +5.75(210) | 27.8+4 (141) | 291 +4.16 (154) | 28.2+4.7(390) | 29.7 +5.1c (364)
Cintura (cm) | 93.9 +11.2 (176) |97.8 + 12.5a(135) | 96.9+ 11.2(77) 101.2 +11.7a(72)| 94.8 +11.3(253) 98.9 + 12.3¢ (207)
Cadera (cm) |105.4 £10.7 (164)(107.2 £12.7 (133)| 101.9 £ 8.5(73) | 104.3+£9.7 (70) | 104.3 £ 10.2 (237) |106.2 + 11.8 (203)
ICC (cm) | 0.89+0.07 (164) |0.91 + 0.06a (133)| 0.94 + 0.06 (73) | 0.96 + 0.05a (70) | 0.90 +0.07(237) 0.93 + 0.06¢ (203)
Edad de
glag'}‘z’s““ 39+ 6.5 (210) 38.1 +59 (154) 38.6 + 6.3 (364)
(afios)
Aros cor la 8385 (210) 101+ 9.6 (154) 9.1+ 9 (364)
Historia parental de diabetes: % (n)
Ninguna 61.6 (125) 27 (53) 68.8 (86) 35.2 (51) 64.3 (211) 30.5 (104)
Padre 16.3 (34) 44.2 (88) 12.7 (16) 37 (54) 15 (50) 412 (142)
Madre 26.1 (59) 52.9 (108) 203 (27) 52 (79) 24 (86) 52.5 (187)
‘:;?:: 34(7) 24.5 (48) 4.6(17) 24.1 (35) 34(11) 24.3 (83)
Total 100 (203) 100 (196) 100 (125) 100 (145) 100 (328) 100 (341)
Tabaquismo: % (n)
No 872 (211) 83.7 (174) 64.2 (88) 64.9 (100) 78.9 (299) 75.7 (274)
Si 12.8 (31) 16.3 (34) 35.8 (49) 35.1 (54) 21.1(80) 24.3 (88)
Total 100 (242) 100 (208) 100 (137) 100 (154) 100 (379) 100 (362)
Tratamiento de DT2: % (n)

No 9.1(18) 12.3 (18) 10-5 (36)
Si 90.9 (180) 87.7 (128) 89.5 (308)
Total 100 (198) 100 (146) 100 (344)

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de casos y controles (n = 757). EI IMC, las circunferencias de cintura y cadera que se
muestran son las medidas al momento del reclutamiento en el estudio. Para las diferencias de medias entre los grupos,
los valores de p se evaluaron mediante la prueba t. Para las diferencias en la distribucion de frecuencia entre los grupos,
los valores de p se evaluaron con la prueba de chi-cuadrada. Los superindices indican los valores p de la siguiente
manera: a p <0.05, v p <0.01 y ¢ p <0.001. *La suma del porcentaje de Ninguno ¢, Padre y Madre menos el porcentaje de
ambos padres da el 100%.
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2. ldentificacién del polimorfismo STR THO1.

Previ6 a realizar los analisis de fragmentos se verificaron los productos de PCR en

geles de agarosa al 1.5 % en los que se observaron bandas de aproximadamente

200 pares de bases, correspondientes a los
microsatélite THOL (Figura 2).

DM DM DM DM DM DM DM bM DM DM
635 583 564 530 738 731 641 502 523 934

tamafos esperados para el

DM DM DM DM DM DM DM
919 918 862 940 1091 1061 1171

Figura 2. Amplificacion del locus THO1 en 17 de las muestras estudiadas.

En la identificacion de los alelos por analisis de fragmentos en el Secuenciador

Automatico de DNA se observé un desfase de los alelos en las muestras respecto

al ladder (Figura 3), algo esperado dado que se utilizé un ladder comercial. Sin

embargo, verificd el numero de repeticiones “AATG” de cada de alelo detectado

del locus THO1 mediante secuenciacién, en muestras homocigotas, y se observo

gue el desfase era de dos repetidos y dos nucleo6tidos mas (Figura 4), por lo que

con estos datos se corrigio la identificacion de los alelos restando esos nucleotidos

en cada muestra explorada.
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Figura 3. Electroferograma del analisis de fragmentos del locus THO1 en dos muestras representativas. En el panel A se observa una muestra heterocigota con los alelos 10-12,
panel B se observa una muestra heterocigota con los alelos 8-9. Las lineas rojas punteadas indican el desfase en la asignacion de alelos, la linea azul discontinua indica la

presencia de un alelo no incluido en el ladder utilizado.
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A) (AF) alelo 8; (S) aIeIo 6

TG 6T G A A A AT

i uu m

B) (AF) alelo 9; (S) alelo7

TG GTG A A GA ATGA G GG,

I .Al h“ al AU 14 l‘

C) (AF) alelo 10; (S) aIeIo 8

T G GFHG. A AT G A GGG

D) (AF) alelo 12 (S) aIeIo 0 3

M

Flgura 4, Electroferogramas de secuencia de los alelos detectados por analisis de fragmentos (AF) y confirmados por
secuenciacion (S). Cada panel (A - D) corresponde a una muestra homocigota de los alelos del 8 al 12 respectivamente.
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3. Distribucion de las frecuencias alélicas y genotipicas del locus THO1
en casos y controles.

Se analizaron las muestras de 393 controles y 364 casos, y se identificaron solo 9

de los mas de los 20 alelos reportados para el microsatélite THO1 (Tabla 2). Solo

los alelos 6, 7, 8, 9 y 9.3 tuvieron una frecuencia = 5% en casos y/o controles

(Figura 5).

0.5
0.4
0.3
0.2

0.1

Frecuencia alélica (%)

Tabla 2. Frecuencias alélicas del locus THO1. % (n)

Alelos Controles Casos Total
3 0.1(1) 0.1(1) 0.1(2)
4 0(0) 0.3(2) 0.1(2)
5 0.1 (1) 0.3(2) 0.2 (3)
6 34,5 (271) 30.9 (225) 32.8 (496)
7 35.9 (282) 34.5 (251) 35.2 (533)
8 5(39) 6.2 (45) 5.5 (84)
9 6.9( 54) 4.3 (31) 5.6 (85)
9.3 17.4 (137) 23.4 (170) 20.3 (307)
11 0.1 (1) 0.1 (1) 0.1(2)
Total 100 (786) 100 (728) 100 (1514)
CONTROLES
m CASOS
o Izl i'm B
3 4 5 6 7 8 9 93 11
Alelos THO1

Figura 5. Histograma de las frecuencias alélicas del locus THO1 en casos y controles.
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Se encontraron 22 genotipos del locus THO1, los genotipos con mayor frecuencia

fueron 6-6, 6-7, 6-9.3, 7-7 y 7-9.3 (Tabla 3). Las frecuencias genotipicas se

encontraron distribuidas de acuerdo al equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabla 3. Frecuencias genotipicas del locus TH01. % (n)

Genotipos | Controles Casos Total
3-4 0 (0) 3(1) 0.1(1)
3-6 0.3(1) (0) 0.1 (1)
4-7 0 (0) 3(1) 0.1(1)
5.5 0 (0) 3(1) 0.1(1)
5-6 0.3(1) o 0) 0.1 (1)
6-6 12.7 (50) 8.2 (30) 10.6 (80)
6-7 24.9 (98) 25.8 (94) 25.4 (192)
6-8 3.1 (12) 2(8) 2.6 (20)
6-9 5.6 (22) 5(9) 4.1 (31)

6-9.3 9.2 (36) 14.6 (53) 11.8 (89)
6-11 0.3(1) 3(1) 0.3(2)
7-7 13.7 (54) 11 3 (41) 12.5 (95)
7-8 2.3(9) 3.3(12) 2.8(21)
7-10 4.8(19) 25(9) 3.7 (28)
7-93 12 (47) 14.6 (53) 13.2 (100)
8-8 08(3) 1.1(4) 0.9 (7)
8,9 1(4) 05 (2) 0.8 (6)
8-9.3 2(8) 4.1 (15) 3(23)
9-9 0.3(1) 0(0) 0.1 (1)
9-93 1.8(7) 3(11) 2.4 (18)
93-7 0.3(1) 0 (0) 0.1(1)
9.3-9.3 4.8(19) 5.2 (19) 5 (38)
Total 100 (393) 100 (364) 100 (757)
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4. Distribucion de las frecuencias alélicas (2 5%) del locus THO1 en casos y controles

estratificando por edad de diagndstico de la DT2 y género.

Se evalud la distribucion de los alelos cuya frecuencia fue 2 5% (6,7,8,9y 9.3) y el
resto de los alelos agrupados y definidos como alelo (0). entre casos y controles
(Tabla 4). El alelo 9 fue mas frecuente en los controles que en los casos (6.9% vs.
4.3%, p=0.027), mientras que el alelo 9.3 presentd una distribucion inversa, fue
mas frecuente en los casos (23.4% vs. 17.4%, p=0.004). Interesantemente cuando
se analizé la frecuencia por género, la diferencia en la frecuencia del alelo 9 entre
casos y controles se mantiene, pero Unicamente en las mujeres (7.2% vs. 3.6%,
p=0.017) (Tabla 4). Lo contrario se observd en alelo 9.3, cuya frecuencia fue
mucho mayor en los casos Unicamente en hombres (24.7% vs. 16.5 %, p=0.015)
(Tabla 4). Por otra parte, cuando la muestra se estratificé con la edad de
diagnostico de la DT2, se observé que la frecuencia del alelo 9 en los controles es
mayor a la frecuencia encontrada en los pacientes diagnosticados < 39 afios
(6.9% vs. 4.4 %, p=0.031), pero no a la frecuencia en los pacientes diagnosticados
= 40 afos (Tabla 4). En contraste, la frecuencia del alelo 9.3 en los casos es
mayor a la frecuencia en los controles, solo en el grupo diagnosticados = 40 afios
(25.7% vs. 17.4%, p=0.001), pero no en el grupo que fue diagnosticado a edades
menores (Tabla 4). Como era de esperar, cuando el andlisis se realizd
estratificando las muestras con las dos variables al mismo tiempo, se observé que
la frecuencia del alelo 9 fue mayor en los controles solo cuando se compara con
los casos de las mujeres < 39 afos (7.2% vs. 2.6%, p=0.02), pero no cuando se
compard con las mujeres de mayor edad ni en los dos grupos de hombres. En
contraste, cuando se comparo la frecuencia del alelo 9.3 entre los controles y los
casos, la diferencia fue significativa tanto en hombres (16.5% vs. 27.4%, p=0.008)
como en mujeres (17.9% vs. 24.6%, p=0.039) diagnosticados = 40 afos, aunque
la diferencia fue mucho mayor en los hombres, pero no en los grupos

diagnosticados < 39 afios (Tabla 4).
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Tabla 4. Frecuencia alélica ( 2 5%) del locus TH01 en casos y controles estratificado por edad de
diagnéstico de la DT2 y género.

Frecuencia alélica % (n)

Género | Alelos Controles Casos
(n=786) Diagnéstico < 39 afos | Diagnéstico 2 40 afios Global
(n=350) (n=362) (n=1514)
0 66.1 (332) 66.3 (130) 70.1 (157) 68.3 (287)
6 33.9 (170) 33.7 (66) 29.9 (67) 31.7 (133)
0 63.9 (321) 64.3 (126) 67 (150) 65.7 (276)
7 36.1(181) 35.7 (70) 33 (74) 34.3 (144)
_ 0 95.6 (480) 94.9 (186) 95.1 (213) 95 (399)
Mujeres 8 4.4 (22) 5.1 (10) 4.9 (11) 5(21)
0 92.8 (466) 97.4 (191) 95.5 (214) 96.4 (405)
9 7.2 (36) 2.6 (5) 4.5 (10) 3.6 (15)°
0 82.1(412) 80.1 (157) 75.4 (169) 77.6 (326)
9.3 17.9 (90) 19.9 (39) 24.6 (55) 22.4 (94)
0 64.4 (183) 69.1(112) 73.3 (107) 71.1(219)
6 35.6 (101) 30.9 (50) 26.7 (39) 28.9 (89)
0 66.5 (189) 64.8 (105) 69.2 (101) 66.9 (206)
7 33.5(95) 35.2 (57) 30.8 (45) 33.1(102)
0 94 (267) 94.4 (153) 91.1 (133) 92.9 (286)
Hombres | 6(17) 5.6 (9) 8.9 (13) 7.1(22)
0 93.7 (266) 95.1 (154) 94.5 (138) 94.8 (292)
9 6.3 (18) 4.9 (8) 5.5 (8) 5.2 (16)
0 83.5(237) 77.8 (126) 72.6 (106) 75.3 (232)
9.3 16.5 (47) 22.2 (36) 27.4 (40)b 24.7 (76)
0 65.5 (515) 67.6 (242) 71.4 (264) 69.5 (506)
6 34.5 (271) 33.4 (116) 28.6 (106) 30.5 (222)
0 64.9 (510) 64.5 (231) 67.8 (251) 66.2 (482)
7 35.1(276) 27.3 (127) 32.2(119) 33.8 (246)
0 95 (747) 94.7 (339) 93.5 (346) 94.1 (685)
Ambos 8 5 (39) 5.2 (19) 6.5 (24) 5.9 (43)
0 93.1(732) 96.4 (345) 95.1 (352) 95.7 (697)
9 6.9 54) 4.4 (13)° 4.9 (18) 4.3 (31)a
0 82.6 (649) 79.1 (283) 74.3 (275) 76.6 (558)
9.3 17.4 (137) 20.9 (75) 25.7 (95)° 23.4 (170)°

a, p<0.05; b, p<0.01, los valores no etiquetados no fueron estadisticamente significativos.
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5. Anadlisis de asociacion de los alelos 9 y 9.3 del locus THO1 con la DT2
en la muestra global y estratificada por edad de diagnéstico de la DT2

y género.

A partir de los resultados de frecuencia alélica, se realizd un analisis de regresion
logistica entre la frecuencia de los alelos 9, 9.3 y el resto de los alelos agrupados y
definidos como alelo (0). En el andlisis incluyendo toda la poblacién se observo
gue el alelo 9.3 confiere un mayor riesgo (OR=1.40, CI=1.09-1.81; p=0.009) para
la DT2 (Tabla 5, cuadros rojos Figura 5C). Cuando se analiz6 a la muestra
estratificada por género, el alelo 9 se asoci6 significativamente solo en las mujeres
(OR=0.50, CI=0.27-0.94, p=0.03) (Tabla 5, cuadros verdes Figura 5C), mientras
que el alelo 9.3 se asoci6 a la DT2 solo en los hombres (OR=1.64, CI=1.09-2.47,
p= 0.018) (Tabla 5, cuadros azules Figura 5C) para la DT2. Cuando se estratifica
la muestra por la mediana de la edad de diagnéstico de la DT2 (< 39 y = 40 afios),
se observa que el alelo 9 se asocia solo a los pacientes diagnosticados < 39 afios
(OR=0.53, CI=0.28-0.99, p=0.046; Tabla 5, cuadros rojos Figura 5A) y el alelo 9.3
solo a la DT2 diagnosticada = 40 afios (OR=1.60, CI=1.19-2.17, p= 0.002; Tabla 5,
cuadros rojos Figura 5B). El efecto protector del alelo 9 asociado a los
diagnosticados < 39 anos, se presenta solo en mujeres (OR=0.34, CI=0.13-0.89,
p=0.028; cuadros verdes Figura 5A) y no en los hombres. Interesantemente, el
mayor riesgo conferido por el alelo 12 en los diagnosticados en = 40 afos se
presenta solo en los hombres (OR=1.90, CI=1.17-3.09, p=0.009; cuadros azules
Figura 5B).
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Tabla 5. Asociacion alélica del locus THO1 con DT2 estratificando por edad de diagnostico de DT2 y género (n = 1514).

Regresion logistica univariada (casos)

Género | Genotipos Diagnostico < 39 afos Diagnostico 2 40 afos Global
OR(95%Cl) | p-value OR(95%Cl) | p-value OR(95%Cl) | p-value
(n=196) (n=224) (n=420)
_ 0 1 1 1
Mujeres | 0.34(0.13-0.89) 0028 = 065(0.32-136) 0256 | 0.50(0.27-0.94) 0.03
93 1.07 (0.7-1.63) 0746 |  1.44(0.99-2.12) 0.06 1.26 (0.91-1.75) 0.16
(n=162) (n=146) (n=308)
Hombres 0 1 1 1
9 0.82(0.35-1.95) 0662 | 099(042-236) 0988 |  0.90(0.45-1.81) 0.771
9.3 142(087-232) 0458 | 190(1.17-309) 0009 | 1.64(1.09-2.47) 0.018
(n=358) (n=370) (n=728)
0 1 1 1
ST g 053(028-0.99) 0046 = 077(044-134) 0359 | 0.64(041-1.02) 0.063
93 120 (0.88-165 0245 | 160(1.19-217) 0002 |  1.40(1.09-1.81) 0.009
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En el andlisis con los genotipos agrupados 9.3-X (9.3 con cualquier otro alelo) y 9-X (9 con cualquier otro alelo), se

confirmaron las asociaciones alélicas observadas (ver Tabla 3). Aunque, el genotipo (9.3-X) se asocié a un mayor riesgo

de DT2 tanto en hombres como en mujeres diagnosticadas = 40 afios (Tabla 6).

Tabla 6. Asociacion genotipica del locus TH01 con DT2 estratificando por edad de diagnéstico de DT2 y género (n = 757)

Regresion logistica univariada (casos)

Género | Genotipos Diagnostico < 39 afios Diagnostico 2 40 afios Global
OR (95% ClI) p-value OR (95% Cl) p-value OR (95% ClI) p-value
(n=98) (n=112) (n=210)
0
Mujeres | o 0.33(0.11-098)  0.046 0.54(0.21-1.37) 0.194 0.43(0.2-0.92) 0.029
9.3-X 1.04(0.63-172)  0.881 171(1.07-275)  0.025 1.36(0.92-2.02) 0.124
(n=81) (n=73) (n=154)
Hombres 0 1 1 1
9-X 0.83(0.32217) 0709 | 041(0.12-152) 0185 |  0.64(0.28-1.49) 0.302
9.3-X 159(0.88-2.87)  0.123 197(1.09-359)  0.026 1.76(1.08-2.9) 0.024
(n=179) (n=185) (n=364)
0 1 1 1
e 0.53(0.27-1.08)  0.081 0.49(0.23-1.05)  0.066 0.51(0.3-0.9) 0.02
9.3-X 125(0.86-1.84)  0.241 181(1.25262)  0.002 1.51(1.12-2.07) 0.008
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Figura 5. Odd ratio (OR) y el intervalo de confianza (IC) del 95% de los alelos 9y 9.3 del locus THO1
asociados a DT2. Los OR y el IC del 95% de los alelos se calcularon en modelos de regresion
logistica (RL). En el panel A los casos diagnosticados < 39 afios de edad (n=358), panel B los casos
diagnosticados = 40 afios de edad (n=370), panel C todos los casos incluidos en el analisis (n=728).
Para los tres analisis se incluyé al mismo grupo control (n=786). Los cuadrados rojos indican los
valores obtenidos para ambos géneros juntos, los cuadrados verdes los valores para mujeres y los
cuadrados azules los valores para hombres. La linea discontinua indica el valor de referencia (cero
alelos de riesgo), OR = 1.

Las letras by c indican los valores de p < 0.05y p < 0.01 respectivamente. Los puntos que no tienen
letras tuvieron una p > 0.5. Los valores p se calcularon en los modelos RL con la prueba de Xe.
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6. Analisis de asociacion de los locus rs149483638 (IGF2_INS) con la DT2
en toda la muestra y estratificada por edad de diagnostico de la DT2 y

género.
En los casos con edad de diagnostico = 40 afios se observd una asociaciéon
significativa tanto en los casos con un alelo de riesgo (OR=2.69, Cl: 1.33-5.43;
p=0.006) como en aquellos con ambos alelos de riesgo (OR=2.97, Cl:1.49-5.93;
p=0.002) en ambos géneros (cuadros rojos Figura 6C). Al estratificar la muestra
por genéro, el efecto fue mucho mayor en hombres (OR=5.87, Cl: 1.32-26.09;
p=0.02) con un alelo de riesgo, y (OR=5.23, CI: 1.19-22.88; p=0.028) con ambos
alelos de riesgo (cuadros azules Figura 6B). En mujeres se observé una
asociacion mas moderada pero estadisticamente significativa Unicamente con
ambos alelos de riesgo (OR=2.4, CI: 1.09-5.30; p=0.029) (cuadros verdes Figura
6B). No se observaron asociaciones significativas tanto en el grupo con edad de

diagnostico < 39 afos como en el total (Figuras 6A 'y 6C).
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Figura 6. Odd ratio (OR) y el intervalo de confianza (IC) del 95% de los alelos de riesgo del locus
rs149483638 (IGF2_INS) asociados a DT2. Los OR y el IC del 95% de los alelos se calcularon en
modelos de regresion logistica (RL). En el panel A los casos diagnosticados < 39 afios de edad
(n=358), panel B los casos diagnosticados = 40 afios de edad (n=370), panel C todos los casos
incluidos en el andlisis (n=728). Para los tres analisis se incluy6 al mismo grupo control (n=786). Los
cuadrados rojos indican los valores obtenidos para ambos géneros juntos, los cuadrados verdes los
valores para mujeres y los cuadrados azules los valores para hombres. La linea discontinua indica el
valor de referencia (cero alelos de riesgo), OR = 1.

Las letras by c indican los valores de p < 0.05y p < 0.01 respectivamente. Los puntos que no tienen
letras tuvieron una p > 0.5. Los valores p se calcularon en los modelos RL con la prueba de Xo.
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7. Anadlisis de asociacion del locus rs2237897 (KCNQ1) con la DT2 en
toda la muestra y estratificando por edad de diagnéstico de la DT2 y

género.
En el andlisis de la poblacién global se observé una asociacion significativa con la
DT2 tanto en los casos con un alelo de riesgo como en los casos con ambos
alelos de riesgo, aunque el efecto es mayor en aquellos con ambos alelos, en
ambos géneros (OR=1.47, CI:1.028-2.10; p=0.035 vs. OR=2.3, CI:1.64-3.34;
p=0.000) (cuadros rojos Figura 7C), En mujeres (OR=1.8, Cl:1.12-2.89; p=0.014
vs. OR=2.28, Cl:1.43-3.66; p=0.001) (cuadros verdes Figura 7C), sin embargo, en
hombres Unicamente se observd una asociacion significativa en aquellos con
ambos alelos de riesgo (OR=2.47, Cl:1.42-4.30; p=0.001) (cuadros azules Figura
7C). En el analisis incluyendo ambos géneros se observdé una asociacion
significativa en los casos que presentaron ambos alelos de riesgo tanto en el
grupo con edad de diagnostico < 39 afios de edad (OR=2.25, Cl:1.43-3.55;
p=0.000) (cuadros rojos Figura 7A), como en el grupo con diagnostico = 40 anos
de edad (OR=2.42, Cl:1.54-3.81; p=0.000) (cuadros rojos Figura 7B). En mujeres
con edad de diagndstico < 39 afos se observa que el efecto aumenta con ambos
alelos de riesgo (OR=2.0, CI:1.032-3.89; p=0.04 vs. OR=2.83, CIl:1.46-5.46;
p=0.002) (cuadros verdes Figura 7A), a diferencia del grupo con diagnostico = 40
afios de edad, en las que solo se observé una asociacion significativa con ambos
alelos de riesgo (OR=1.92, CI:1.09-3.403; p=0.024) (cuadros verdes Figura 7B).
Interesantemente, en hombres Unicamente se observé una asociacion significativa
en aquellos con ambos alelos de riesgo y edad de diagnostico = 40 afos

(OR=3.43, CI:1.62-7.27; p=0.001) (cuadros azules Figura 7B).
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Figura 7. Odd ratio (OR) y el intervalo de confianza (IC) del 95% de los alelos de riesgo del locus
rs2237897 (KCNQ1) asociados a DT2. Los OR y el IC del 95% de los alelos se calcularon en
modelos de regresion logistica (RL). En el panel A los casos diagnosticados < 39 afios de edad
(n=358), panel B los casos diagnosticados = 40 afios de edad (n=370), panel C todos los casos
incluidos en el andlisis (n=728). Para los tres analisis se incluy6 al mismo grupo control (n=786). Los
cuadrados rojos indican los valores obtenidos para ambos géneros juntos, los cuadrados verdes los
valores para mujeres y los cuadrados azules los valores para hombres. La linea discontinua indica el
valor de referencia (cero alelos de riesgo), OR = 1.

Las letras b y c indican los valores de p < 0.05y p < 0.01 respectivamente. Los puntos que no tienen
letras tuvieron una p > 0.5. Los valores p se calcularon en los modelos RL con la prueba de X.
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8. Anadlisis del desequilibrio de ligamiento (DL) entre los loci THO1,
rs149483638 (INS_IGF2) y rs2237897 (KCNQ1).

El desequilibrio de ligamiento en los controles se encontro en los tres loci, THO1
vS. 1s149483638 (p=0.00000); THO1 vs. rs2237897 (p= 0.00178) y rs14948363 vs.
rs2237897 (p= 0.03436). Mientras que en los casos el desequilibrio de ligamiento
solo fue significativo entre los loci THO1 vs. rs149483638 (p=0.00000) y entre
ambos SNPs: rs14948363 vs. rs2237897 (p= 0.00376).

Tabla 7. Desequilibrio de ligamiento (DL)

Controles Casos

Pares de loci Exact P Exact P

( THO1 - rs149483638) 0.00000 0.00000

( THOT - rs2237897) 0.00178 0.06149
(rs149483638 — rs2237897) 0.03436 0.00376

Tabla 7. DL calculado en Arlequin 3.5 con la prueba de razon de verosimilitud (ExactP) para todos
los pares de loci. rs149483638 ( INS_IGF2) y rs223789 (KCNQ1).

9. Distribucion de las frecuencias haplotipicas de los loci THO1,
rs149483638 (INS_IGF2) y rs2237897 (KCNQ1) en casos y controles.

Se encontraron 26 haplotipos, sélo 9 de ellos tuvieron una frecuencia = 5% en
casos y/o controles (H7, H9, H10, H11, H12, H15, H18, H21 y H22). La diferencia
en la distribucion de la frecuencia haplotipica entre casos y controles fue
significativa (p= 0.00013). El alelo 9.3 de THO1 se encontr6 en los haplotipos H21
al H24, el haplotipo H21 que incluye los alelos de riesgo de los tres loci tuvo una
frecuencia mayor en los casos (19% vs 12%, p= 0.0005). La distribucion en la
frecuencia del haplotipo H24 tambien fue significativa (1.1% vs 0.3%, 0.04), sin
embargo, la frecuencia del haplotipo H24 fue muy baja en casos y controles. El
haplotipo H18 incluye el alelo 9 del locus THO1 y llos alelos de riesgo (CC) de
ambos SNPs tuvo una frecuencia mayor en los controles (6.4% vs 4.1%), aunque
la diferencia no fue significativa. Por otra parte, el haplotipo H12 que incluye al

alelo 7, cuya frecuencia en la poblacién es la mas alta (35.2 %, ver tabla 2), y a
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ambos alelos de riesgo (CC) de los dos SNPs, tuvo una mayor frecuencia en los
controles (16.5% vs 10.4%, p= 0.001).

Tabla 8. Frecuencia haplotipica. % (n)

Haplotipos ID Controles Casos
03CCCC H1 0.1(1) 0(0)
03CCTT H2 0(0) 0.1(1)
04 CcCCC H3 0(0) 0.1(1)
04TT CC H4 0(0) 0.1(1)
05CCCC H5 0.1(1) 0(0)
05TTCC H6 0(0) 03(2)
06 CCCC H7 11.2 (88) 8.4 (61)
06CCTT H8 1.3 (10) 05(4)
06 TTTT H9 13.1 (103) 11.3(82)
06 TT CC H10 8.9 (70) 10.7 (78)
07cccc H11 18.4 (145) 23.6 (172)
07CCTT H12 16.5 (130) 10.4 (76)p
7TTTT H13 04 (3) 0.3(2)
07TTCC H14 0.5 (4) 0.1(1)
08 CCCC H15 4.2 (33) 5.6 (41)
08CCTT H16 0.5 (4) 03(2)
08TTTT H17 03(2) 0(0)
09CCCC H18 6.4 (50) 4.1(30)
09CCTT H19 04 (3) 0.1 (1)
09TT CC H20 0.1 (1) 0(0)
9.3CcCccCC H21 12 (94) 19 (138)c
93CCTT H22 3.8(30) 3.2(23)
93TTTT H23 0.5 (4) 1(7)
9.3TTCC H24 1.1(9) 0.3 (2)a
11CC CC H25 0(0) 03(2)
11CCTT H26 0.1 (1) 0.1 (1)
Total 100 (786) 100 (728)

Tabla 8. Frecuencia haplotipica. (ID) Nombre asignado a los haplotipos encontrados. El orden de los loci que conforman
los haplotipos: THO1, rs149483638 (INS_IGF2) y rs2237897 (KCNQ1). (03 - 11) genotipos homocigotos del locus THO1.
Los genotipos homocigotos de los loci rs149483638 (INS_IGF2) y rs2237897 (KCNQ1) se indican con las letras (CC)
para ambos alelos de riesgo, y (TT) para ambos alelos de proteccidn. El nivel de significancia se indica con las letras: a,
p<0.05; b, p<0.01; ¢, p<0.001, los valores no etiquetados no fueron estadisticamente significativos.
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8. Discusion

Este es el primer estudio a nivel mundial en el que se encuentra el microsatélite
THO1 asociado con la DT2. La magnitud de las asociaciones encontradas fue
diferente entre los géneros y la edad de diagndstico de la DT2; el alelo 9 se asoci6
con un efecto protector para desarrollar DT2 en mujeres antes de los 40 afos,
mientras que el alelo 9.3 se asocid significativamente con un riesgo mayor para
desarrollar DT2 en hombres mayores de 39 afos.

Interesantemente, nuestros hallazgos de THO1 confirman que el papel de los
polimorfismos genéticos pudiera ser diferente entre hombres y mujeres, y entre la
presentacion temprana y tardia de la enfermedad, como se observo en un estudio
previo de nuestro grupo de trabajo, en ese estudio se encontraron varios SNPs
asociados a la DT2 exclusivamente en los hombres (rs4402960, IGF2BP2;
rs7903146, TCF7L2 y rs4458523, WFS1) y otros exclusivamente en las mujeres
(rs10811661, CDKN2B), e incluso algunos asociados a ambos géneros, pero con
mayor riesgo en los hombres (rs149483638, INS_IGF2). Por otra parte, en ese
mismo estudio encontraron ocho SNPs asociados a la DT2 diagnosticada < 45
afos, y seis SNPs asociados a la DT2 diagnosticada = 46 afios (Berumen J. et al.,
2019).

Una limitacion de este estudio fue la media de la edad de diagnostico de la DT2,
39 afios, casi 10 afios menos que la media de estudios de casos en poblacion
mexicana (Velasco et al., 2010; Villalpando et al., 2014). Esta diferencia se debe a
gue los pacientes incluidos en este estudio fueron seleccionados intencionalmente
con diagnostico temprano de DT2, dado que la aparicion de la enfermedad a
edades tempranas es mas probable que se deba a factores geneticos (Willer A. et
al.,, 2016). Sin embargo, es claro que aun es necesario investigar estas
asociaciones encontradas en este estudio, en una muestra de pacientes
diagnosticados a edades mayores.

Interesantemente, el alelo 9.3 de THO1 se encontrd en desequilibrio de ligamiento
con el alelo de riesgo (C) del SNP rs149483638 del gen INS_IGF2, principalmente
en los casos, lo que indica que ambos alelos se heredan de manera conjunta. Esto

concuerda con el riesgo incrementado que confieren ambos alelos para la DT2
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diagnosticada a edades mayores (= 40 afios y = 46 afios, respectivamente),
principalmente en hombres. La desregulacion en la expresion del gen IGF2 se ha
asociado a varias enfermedades metabdlicas, incluyendo obesidad (Frystyk J, et
al., 1999) y diabetes (Estilles E, et al., 2009), aunque no se sabe con precision
como participa en el desarrollo de la DT2. El riesgo incrementado del alelo (C) del
SNP rs149483638 del gen INS_IGF2 esta relacionado con la expresion de la
isoforma 2 de IGF2. No sabemos aun si el riesgo incrementado conferido por el
alelo 9.3 del locus THO1 es solo por el ligamiento con el gen INS_IGF2, o por un
mecanismo diferente. Por otra parte, es importante notar que el alelo de
proteccion (9) de THOl1 no esta ligado al alelo de proteccién (T) del SNP
rs149483638 del gen INS_IGF2, sino, sorpresivamente, se encontré ligado, en
todos los casos, al alelo de riesgo (C). EIl alelo de proteccién (T) del SNP
rs149483638 del gen INS_IGF2 interrumpe la expresion de la isoforma 2 de IGF2
(SIGMA Type 2 Diabetes Consortium. 2014), y la menor expresién de esta
isoforma se correlaciona con niveles mas bajos de hemoglobina glucosilada en la
sangre (HbAaic) en individuos con DT2 (Mercader J. et al., 2017). De acuerdo al
analisis del desequilibrio de ligamiento, es claro que el efecto protector del alelo 9
de THO1 no ocurre a través de este mismo mecanismo, sino a través de otro
mecanismo que aun desconocemos. Y en consecuencia, algunos individuos
podrian tener ambos alelos protectores. La frecuencia haplotipo H20 con ambos
alelos fue del 1%, s6lo en los controles. El alelo T del SNP rs149483638 del gen
INS_IGF2 es muy raro en poblacion europa (0.01%), mientras que su frecuencia
en poblacion Mexicana es alta, alrededor de 17% (Mercader J. et al., 2017).

La diferencia entre el alelo protector (9) y el aelo de riesgo (9.3) es de tan solo 3
nucledtidos; el alelo 9.3 es una microvariante que contiene el trinucleétido ATG
entre la sexta y séptima unidad de repeticion de tetranucleétidos: [AATG]e ATG
[AATG]3 (Gettings K.B., et al., 2015). Se ha comprobado que las variaciones
alélicas de microsatélites pueden tener distintos efectos funcionales aun cuando la
diferencia sea el cambio en solo un nucleétido (Meloni R. et al., 1998).
Interesantemente, en un estudio encontraron que el alelo de riesgo 9.3, conocido

como 10 imperfecto (10i) (Puers C.et al.,, 1993), aumenta significativamente la
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transcripcion del gen TH in vitro, y que el motivo “AATG” de éste microsatélite
actla como un sitio de unién al factor de transcripcion ZNF191, cuya union
estimula la transcripcion, aunque su efecto depende del tamafio de alelo. Se ha
sugerido que su efecto como “enhancer” podria ocurrir en otros genes ya que éste
repetido se encuentra en varios sitios a lo largo de todo el genoma (Albanese, V.
et al., 2001). Estos datos podrian sugerir que este locus, aunque esta a 10 Kb de
distancia, podria tener un efecto sobre la expresion del gen INS.

Hasta el momento, se han identificado muy pocos microsatélites asociados a la
DT2. Quiza el mas relevante es el microsatélite DG10S478, el cual esta localizado
en el gen TCF7L2 (Struan F. et al., 2006), uno de los genes mas fuertemente
asociados a la DT2 en todo el mundo (Pradas et al., 2014). Otros microsatélites se
han asociado a enfermedades o complicaciones relacionadas con la DT2, como el
microsatelite D18S880 asociado a nefropatia diabética, y cuyo efecto depende de
la longitud del repetido (Siu W et al., 2012). Otro microsatélite es el trinucleotido
CAG localizado en el receptor de androgenos, los alelos cortos de esté locus
afectan la actividad transcripcional del receptor y se asocian con bajos niveles de
testosterona y colesterol HDL (Stanworth D, et al., 2011).

Probablemente existan muchos otros microsatélites asociados a la DT2, sin
embargo, hasta el momento no existen tecnologias capaces de analizar cientos de
miles o millones de STRs al mismo tiempo. Por el contrario, la gran mayoria de los
estudios de asociacibn se han enfocado en polimorfismos tipo SNPs,
principalmente a traves de tecnologias genomicas de alto rendimiento que
permiten analizar millones de SNPs como los GWAS (Welter, D. et al., 2014).
Quiza una estrategia para identificar mas STRs asociados a la DT2 es explorar el
polimorfismo en STRs localizados en genes blanco, importantes para el desarrollo
de la DT2. En especial, nuestros resultados y los hallazgos reportados en la
literatura, sugieren que algunos microsatélites, especialmente los ubicados en
regiones de control, podrian ser buenos candidatos para explorar su asociacion
conlaDT2.
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9. Conclusiones

Se identificaron 9 alelos del locus THOL, los alelos mas frecuentes en la poblacion
fueron: 6, 7, 8 , 9 y 9.3. El alelo 9 se asoci6 con un efecto protector para
desarrollar DT2 en mujeres antes de los 40 afios, mientras que el alelo 9.3 se
asocio significativamente con un riesgo mayor para desarrollar DT2 en hombres

mayores de 39 afios.

Se encontro desequilibrio de ligamiento entre los tres loci (THOL; rs149483638
(INS_IGF2) y rs2237897 (KCNQ1) en los controles, en tanto que el los casos sélo
se encontrd en desequlibrio a los loci THO1 y rs149483638 (INS_IGF2).

Se encontraron 26 haplotipos formados entre los tres loci (THO1, rs149483638
(INS_IGF2) y rs2237897 (KCNQ1). El haplotipo H21 que incluye los alelos de
riesgo de los tres loci tuvo una frecuencia mayor en los casos (19% vs 12%, p=
0.0005).

Las asosiaciones dependientes del género y la edad de diagnostico de la
enfermedad nos permiten plantear mas estudios dirigidos a investigar los
mecanismos moleculares por los cuales los alelos de riesgo y proteccion de THO1

ejercen su efecto sobre la DT2.

Dado que este el el primer estudio en el que se encuentra asociado el locus THO1
a la DT2 es necesario replicar estos resultados en diferentes poblaciones de
México y a nivel mundial tomando en cuenta la ansestria ya que la historia
evolutiva de la poblacién mexicana es muy diferente y con una complejidad mayor

debido al mestizaje.
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