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1. RESUMEN

INTRODUCCION: Una de las principales caracteristicas de la diabetes tipo 2 (DT2) es la falta de secrecion de
insulina, este proceso se encuentra regulado por varias proteinas, dentro de estas se encuentran los canales
de calcio dependientes de voltaje, principalmente los canales Cav1.3, Cav2.3, el canal de potasio dependiente
de voltaje Kv1.9 y el canal de potasio dependiente de ATP Kare, cuyos polimorfismos de un solo nucledtido
(SNPs) se han asociado en otras poblaciones con la presencia de DT2. La importancia de estos canales se ha
puesto de manifiesto en estudios anteriores donde se han comprobado que cambios en la funcién de los mismos
modifican la secrecién de la insulina.

OBJETIVO: Determinar la asociacién de los polimorfismos de los genes KCNQ1, KCNJ11, CACNATD y
CACNAT1E, que codifican para los canales KV1.9, KATP, Cav1.3y Cav2.3, con el riesgo de desarrollar diabetes
tipo 2.

MATERIAL Y METODOS: Se realizé un estudio de Casos y Controles, comparativo, observacional,
ambispectivo y transversal, en el que participaron hombres y mujeres, entre 30 y 90 +2 afios de edad, incluyendo
pacientes sin DT2 y con diagnéstico confirmado de DT2 de acuerdo con las guias de la Asociacién Americana
de Diabetes, atendidos en la consulta externa del Servicio de Medicina Interna, del Hospital General “Dr. Manuel
Gea Gonzalez", de septiembre de 2019 a marzo de 2020, a quienes se les tomaron muestras de sangre
periférica para la extraccion del ADN genémico por el método de fenol/cloroformo y posterior genotipificacion,
con el sistema iPLEX Assay que requiere el disefio de oligonucleétidos especificos, la amplificacién por reaccién
en cadena de polimerasa y por ultimo deteccién de los SNPs por espectrometria de masas.

.RESULTADOS: En este estudio participaron un total de 90 pacientes, 53 (58%) hombres y 37 (42%) mujeres,
dentro de los cuéles se dividieron en dos grupos, 45 casos (con diagndstico de diabetes tipo 2) y 45 controles
(sin diabetes tipo 2). Se estudiaron un total de 16 polimorfismos de 4 genes: KCNQ1, CACNA1D, KCNJ11 y
CACNATE. Los alelos silvestres fueron los méas frecuentes en todos los grupos. Los alelos y genotipos del gen
CACNATD (rs9841978G y rs12487452CG) se asociaron con susceptibilidad a diabetes tipo 2, con sus
contrapartes correspondientes que fueron de proteccion. Al igual que el gen KCNQ1, los alelos y genotipos
rs2237897C, rs2074196G, rs2283228A, rs2237892C, rs163184G, rs2074196GG, rs2283228AA y rs163184GG
mostraron una asociacion significativa (p<0.05) con la presencia de la enfermedad. Todos los SNPs estudiados
se encontraron en el equilibrio de Hardy-Weinberg. Los haplotipos AGCGAC y CCGG fueron de susceptibilidad
mientras que GTTTCT fue de proteccion. Tanto los alelos como los genotipos y haplotipos de los genes
CACNA1TE y KCNJ11, no mostraron significancia estadistica.

DISCUSION Y CONCLUSION: nuestro estudio indicé la asociacién de variantes genéticas bien establecidas de
los polimorfismos de los genes KCNQ1 y CACNA1D con la diabetes tipo 2, mostrando que estos representan
marcadores importantes en el desarrollo de esta enfermedad y son un factor predisponente ante la alta
frecuencia y fuerza de asociacion que se observaron en nuestros resultados comparados con otras poblaciones
fuera del continente americano, lo que sugiere la susceptibilidad de los individuos a la DT2 que puede conducir
a la identificacién de pacientes con alto riesgo de desarrollar la enfermedad. Ademas, este estudio demostré
que las variantes de los genes CACANATE y KCNJ11 en la muestra poblacional estudiada, no tienen una
asociacion con el desarrollo de la DT2 en comparacion con otras areas geograficas y esto puede ser atribuido
a las variaciones y gran heterogeneidad étnica del individuo.

PALABRAS CLAVE: KCNQ1; KCNJ11; CACNA1D; CACNA1E; Diabetes tipo 2, Polimorfismo de un solo nucleétido.



2. INTRODUCCION

La diabetes tipo 2 (DT2) se encuentra clasificada como una enfermedad de atencidn prioritaria en el
esquema nacional de salud. Cifras obtenidas por la Encuesta Nacional de Salud (ENSA) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han puesto de manifiesto como la DT2 ha incrementado su
prevalencia en México. De acuerdo con estos resultados, el 10% de la poblacién mexicana tiene esta
enfermedad, presentando una mayor incidencia en mujeres (11%) que en hombres (9.7%). Sumado
a esto, hay factores de riesgo que predisponen a la poblacién a desarrollar DT2, como la obesidad,
el sobrepeso, la inactividad fisica, sin embargo, existe un factor poco estudiado que ha tenido un
gran auge en los ultimos afios, el factor genético, todos estos factores han contribuido a que ocupe
uno de los principales puestos en el nimero de defunciones por afio en nuestro paist.

La DT2 se caracteriza por una escasa secrecién de insulina por las células B pancreaticas, la cual
es incapaz de actuar en los tejidos periféricos (resistencia a la insulina), apareciendo asi la
hiperglucemia. Se conoce desde 1968 que, al aumentar la concentracién extracelular de glucosa, la
membrana de las células 8 se despolariza y, esta despolarizacion activa a varios tipos de canales
iénicos que expresan las células B del pancreas generando el disparo de potenciales de accion por
estas células, dando lugar a la liberacién de insulinaz.

Para que esta actividad eléctrica ocurra, se requiere de la participacién de por lo menos seis tipos
de canales idnicos3: 1) Al ingresar la glucosa a la célula esta se metaboliza, produciendo ATP, el
cual inactiva a los canales de potasio sensibles a ATP (Katr), que son los canales que determinan
el potencial de la membrana en reposo y son los que convierten la sefial metabdlica en eléctrica; al
inhibirse estos canales, la concentracién intracelular de K+ aumenta promoviendo la activacién de
los canales transitorios de calcio (TRP). 2) Los canales TRP se activan en las condiciones anteriores
y producen una la ligera despolarizacion de la membrana plasmatica, los canales TRP son poco
selectivos y pueden permear al Caz+, Na+ y Mgz+ y al entrar estos iones a las células B permiten la
activacion de otros canales, para continuar con la respuesta generada por la entrada de glucosa. 3)
La entrada de iones por parte de los canales TRP permite alcanzar el umbral de activacidn de los
canales de calcio dependientes de voltaje, donde los canales Cav que se activan primero, son los de

bajo umbral de activacion (LVA), estos canales permiten la entrada de Caz+ que activa a los canales



de sodio dependientes de voltaje (Nav). 4) Los Nav permiten la entrada de Na- y es en este momento
cuando se generan los potenciales de accién, lo que permite la activacién de otros Cav, los de alto
umbral de activacion (HVA) a56. 5) Los HVA, aumentan drasticamente la concentracion intracelular
de Caz+ y esta actividad es la que desencadena la exocitosis de la insulinaz. 6) Finalmente, la
actividad de los canales rectificadores de potasio dependientes de voltaje (Kv) y los canales de
potasio dependientes de voltaje sensibles a calcio (BK) repolarizan la membrana plasmatica de las
células B pancreéticas y esto detiene la secrecion de insulinas. Por lo tanto, alguna variante genética
relacionada en alguno de estos canales, podrian generar mecanismos funcionalmente significativos
en la regulaciéon de la secrecion de insulina, representando un factor genético de riesgo para el
desarrollo de la DT2.

De esta manera, en la actualidad se han intensificado los esfuerzos en todo el mundo por encontrar
marcadores genéticos relacionados estrechamente con la DT2, estos marcados son principalmente
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs). La ventaja de estudiar este tipo de marcadores
genéticos, es que estan asociados a este tipo de enfermedades, debido a que es posible detectar
en la secuencia de un gen, diferencias de un nucleétido entre individuos no emparentadossg,10. El
estudio de los SNPs asociados a la DT2 ha cobrado fuerza, porque se quiere tener un grupo de
polimorfismos que se puedan utilizar en un futuro cercano como una herramienta en el diagnéstico
temprano y control de esta enfermedada1.

En la poblacion mexicana se han realizado varios estudios en busqueda de SNPs relacionados con
la DT2, como los polimorfismos SNP-44, SNP-110, SNP-43, SNP-63 e INDEL-19; de estos, los
genotipos SNP-44T/C y SNP-110A/G, en el gen de la calpaina 10 (CAPN10), que aumentan el riesgo
de desarrollar DT2, con una razén de momios de 2.7212. Otro de los polimorfismos interesantes es
el que se encuentra en el gen del factor de transcripcién TCF7L2, esta variacion también se ha
asociado fuertemente con el riesgo a desarrollar DT2 en poblaciones mexicanas y México-
americanas; sin embargo, no se conoce con certeza como esta relacionado este SNP con la
diabetes, pero se cree que este factor de transcripcion regula al péptido parecido a glucagén (GLP-

1 por sus siglas en ingles) que puede afectar la secrecién de insulinasa.




Como se describié anteriormente, la secreciéon de insulina depende de la actividad de diversos
canales i6nicos, en algunos de los cuales se han encontrado SNPs a lo largo de sus genes, uno de
los mas estudiados es el canal de potasio dependiente de voltaje 1.9 (Kv1.9)1s. Este canal es
codificado por en el gen KCNQ1 (Miembro 1 de la subfamilia Q del canal controlado por voltaje de
potasio)is. KCNQ1 se localiza en el cromosoma 11p15.5, se expresa en islotes pancreéticos y
desempefia un papel central para la repolarizacién del potencial de accion cardiaca y el transporte
de agua y sodio en los tejidos epitelialesis. KCNQ1 es extremadamente grande, ya que abarca
aproximadamente 40 kb y puede albergar diferentes variantes causales que predisponen al riesgo
de diabetes y que se encuentran en diferentes regiones que presentan desequilibrio de ligamiento
(LD). EIl bloqueo del canal Kv1.9 codificado por KCNQ1 desempefia mecanismos funcionalmente
significativos en la regulaciéon de la secreciéon de insulina, donde diferentes variantes genéticas
asociadas con DT2 (rs2237892, rs2237895, rs2237897, rs2283228 y rs163184) fueron identificadas
en los ultimos afios, ubicadas en la regidn del intron 15, encontrando diferentes frecuencias alélicas,
del 30—40% en asiaticos y solo 10% en europeosi17,1s.

Por otra parte, el canal Katp, que consta de las subunidades kir6.2 y SUR1 (receptor a sulfonilureas),
regula la secrecién de insulina mediante el acoplamiento del estado metabdlico de la célula al
potencial de membrana, es sensible al ATP y es inhibido por las sulfonilureas. El gen que codifica a
este canal es KCNJ11 (Miembro 11 de la subfamilia J del canal de rectificacién interna de potasio),
se encuentra ubicado en el cromosoma 11p15.1 y tiene un dnico marco de lectura abierta que
codifica una proteina de 390 aminoacidos. Los ratones “knockout' para el gen KCNJ11 se
caracterizan por tener defectos en la secrecién de insulina, en respuesta tanto a glucosa como a
tolbutamidate. En humanos, se han informado asociaciones conflictivas entre una variacién alélica
comun de KCNJ11, E23K (G>A, rs5219) y DT2 en varios grupos étnicos. La variaciéon E23K se ha
asociado con la DT2 en los caucasicos franceses 23 y en la poblacion japonesa; sin embargo, no se
observé una asociacién entre E23K'y DT2 en un estudio prospectivo finlandészo-23. En la poblacién
china se analizaron los polimorfismos E23K (G->A, rs5219) y A190A (C-T, rs5218), para ver si

habia asociacion con DT2 de aparicion temprana (< 40 afios) e hipertensién, encontrando que los
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genotipos E23K-GA o AA pueden aumentar la susceptibilidad a la DT2 de inicio temprano, mientras
que los genotipos A190A-TT o E23K-GG pueden aumentar el riesgo de hipertensionas zs.

En relacion a los canales de Caz+ dependientes de voltaje, estos median la entrada de Caz+ en las
células en respuesta a la despolarizacién de la membrana. Estos canales estan compuestos por una
subunidad principal formadora del poro (subunidad «1) y multiples subunidades auxiliares. Con
respecto al gen que codifica para el canal de calcio dependiente voltaje Cav1.3 (CACNATD:
Subunidad Alfa1D del canal de calcio dependiente de voltaje), se han identificado tres SNPs en
poblaciones escandinavas asociados con DT2 y alteraciones en la secrecién de insulina, este canal
junto con otras protelnas regula la secrecion de insulina en las células B pancreaticas. El alelo C del
SNP rs312480 se asoci6 con la DT2 y, sobre todo, con la disminucién en la secrecién de insulina por
las células B-pancreaticas de pacientes diabéticos, mientras que rs312486/G y rs9841978/G se
asociaron solamente con DT226,27.

Por otro lado, la subunidad Cav2.3 humana se expresa en células neuronales y células B
pancreaticas. En las células B, esta subunidad tiene un papel importante en la coordinacion de los

procesos dependientes de Caz+, tales como la secrecion de insulina. Los estudios en ratones
deficientes de Cav2.3 muestran que la alteracion de los canales Cav2.3 afecta la tolerancia a la
glucosa y la secrecion de insulina mientras que las pruebas de tolerancia a la insulina en ratones
“knockout” para Cav2.3, sefialan una sensibilidad reducida a la insulinazs-31. El canal Cav2.3 humano
esta codificado por el gen CACNATE (Subunidad Alfa1E del canal de calcio dependiente de voltaje)
ubicado en el brazo largo del cromosoma uno, en la banda 23.5 (1925.3). Se ha descrito ligamiento
de la DT2 con el cromosoma 1q25.3 en diversas poblaciones con ancestria con europeos, asiaticos
del este y afroamericanoss2a7. En un estudio de ligamiento en sujetos Pima se secuencid el gen

CACNATE, tipificandose 28 SNPs. Se us6 una expresion especlfica de alelo para evaluar
funcionalmente una variante en la region 3' no traducida (3'-UTR). Cinco de las variantes, rs625226,

rs3763737, rs798209, rs473200 y +8130G/A, se asociaron nominalmente con DT2 de aparicién

temprana en una prueba de asoclacion general. Entre estos SNPs, rs3753737 y +8130G/A también

se asoclaron nominalmente con la DT2 en un andlisis de familias. La variante +8130G/A de la regién

3'-UTR se asocié con DT2 de inicio temprano con una razén de momios de 2.09 por copia del alelo
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G. Entre los 372 sujetos Pima no diabéticos que se habian sometido a pruebas metabdlicas, el alelo de
riesgo se asocid con una accién reducida de la insulina que incluia un aumento de las concentraciones
plasmaticas de glucosa en ayunas, 30, 60 y 120 minutos y un aumento de la insulina plasmatica en ayunas
durante una prueba oral de tolerancia a la glucosa, asi como una disminucién en la tasa de eliminacién
de glucosa estimulada por la insulina, tanto en las concentraciones de insulina estimuladas
fisiologicamente como en las maximas. El andlisis funcional de esta variante mostré que el alelo no
peligroso tenia una expresion 2.3 veces mayor en comparacion con el alelo de riesgo. En conclusién, una
variante funcional de CACNA1E contribuye a la susceptibilidad a la DT2 al afectar la accién de la
insulinass .

En 595 sujetos recién diagnosticados con DT2 se tipificaron 10 tag SNPs que cubrian el 93% de la
variabilidad comin de CACNA1E: rs558994, rs679931, rs2184945, rs10797728, rs3905011, rs12071300,
rs175338, rs3753737, rs2253388 y rs4652679; y se evaluaron los fenotipos clinicos, la sensibilidad a la
insulina mediante la pinza de insulina euglucémica y la funcién de las células beta mediante el modelado
de vanguardia de las curvas de glucosa/péptido C durante la prueba oral de tolerancia a la glucosa. Cinco
SNPs (rs10797728, rs175338, rs2184945, rs3905011 y rs4652679) se asociaron con aspectos especificos
de la funcién de las células beta. Los alelos principales de rs2184945 y rs3905011 se asociaron a un
control proporcional reducido con un efecto aditivo demostrable. En contraste, solo el alelo principal de
rs2253388 se relacioné débilmente con una resistencia a la insulina mas grave. La conclusion es que en
pacientes con DT2 recién diagnosticada, la variabilidad comun de CACNATE esta fuertemente asociada
a la funcién de las células beta. La tipificacion de CACNATE podria ser de ayuda para inferir el fenotipo
funcional de las células beta y para seleccionar un tratamiento personalizadoao.

Por lo tanto, considerando que varios tipos de canales iénicos participan en la regulacién de la secrecién
de insulina, nuestro planteamiento del problema, es que si los polimorfismos de los genes KCNQ7,
KCNJ11, CACNA1D y CACNA1E que codifican para los canales Kv1.9, KATP, Cav1.3 y Cav2.3, seran un
factor de riesgo asociado para el desarrollo de diabetes tipo 2. Teniendo como objetivo general, determinar
dicha asociacién de estos polimorfismos con el riesgo de desarrollar esta enfermedad, tipificando y
determinando las frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con y sin DT2. Estos hallazgos nos
permitiran determinar si los SNPs identificados previamente ayudarian a predecir la DT2 junto con los

modelos actuales en la poblacién mexicana.
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3. MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio de Casos y Controles, fue comparativo (se consideraron dos poblaciones), observacional
(solo se observaron los fendmenos sin alterarlos), ambispectivo (informacién que se recopild de manera
retrospectiva y prospectiva) y transversal (las variables se midieron una vez). Se incluyeron a 90 sujetos de
estudio, 45 pacientes con diagnéstico de DT2 y 45 sin este diagnéstico, no pareados.

Universo de estudio: Pacientes adultos de 30 a 90 +2 afios de edad que acudieron al Servicio de Medicina
Interna del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez".

Poblacion de estudio:

Casos: Pacientes adultos de 30 a 90 +2 afios con diagndstico de diabetes tipo 2, que acudieron al Servicio de
Medicina Interna del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez", que tenian registros recientes de
hemoglobina glucosilada y glucosa en ayunas en el expediente.

Controles: Pacientes adultos de 30 a 90 +2 afios de edad sin diagnostico de diabetes tipo 2, que acudieron al
Servicio de Medicina Interna del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez" por otra enfermedad que, por los
datos del expediente clinico, se determinaron como no sistémica y que tenian registros recientes de

hemoglobina glucosilada y glucosa en ayunas en el expediente.

Tamafo de la muestra. El tamafo de muestra se calculd con el software Epidat version 4.2
(https://www.sergas.es/Saude-publica/EPIDAT). Para nuestro estudio se calculd un tamafio de muestra no
pareada.
En Epidat 4.2, el célculo del tamafio de muestra para estudiar si existe asociacién entre la exposicion vy la
enfermedad en un estudio de casos y controles, se basé en la prueba de Connor RJa1.
Los factores que intervinieron en el calculo fueron:

1. Proporcién de casos expuestos o prevalencia de la exposicion en los casos (P1).

2. Proporcion de controles expuestos o prevalencia de la exposicion en los controles (P2).

3. Relacién de momios a detectar (Odds ratio, OR).
Estos tres valores estuvieron relacionados entre si del modo siguiente:

_ ORP, - P,
'"(1-P,)+ORP,’ > OR(1-P,)+P,

La expresién quedé finalmente asi:
or - B1=Ps),
»(1-Py)

por lo que, especificando dos de estos parametros, el otro quedé perfectamente determinado.
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Tomando en cuenta esta informacion y la incidencia de los SNP en diversas poblaciones (ver marco
tedrico) se calcul6 el tamafio de muestra para la poblacién de estudio con los siguientes parametros,

donde la asignacién de los casos fue secuencial:

: Proporcion de casos expuestos | 60% |

! Odds ratio a detectar f 2 ]

i i ,

;: Nivel de confianza ‘l 95%

% Resultados |

| Potencia 80%
Niimero de Pares | 135

Es importante mencionar que debido a la pandemia producida por el virus SARS-CoV-2 (COVID-19) no se
consiguié completar el tamafio de muestra calculado, sin embargo, este estudio se logré realizar con 45
personas sanas (controles) y 45 personas con diagnéstico de DT2 (casos), siendo un total de S0 sujetos de
estudio.

Criterios de Inclusién de los Casos:

« Pacientes hombres y mujeres, entre 30 y 90 +2 afos, con diagnéstico confirmado de diabetes tipo 2 de
acuerdo con las gulas de la Asociacién Americana de Diabetess2 (dos o mas analisis en diferente dia de
hemoglobina glucosilada mayor o igual 6.5% y/o glucosa en ayunas mayor o igual 126 mg/dl), atendidos
en la consulta externa del Servicio de Medicina Interna, del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez",
de septiembre de 2019 a marzo de 2020.

« Autorizacién con consentimiento informado por parte del paciente.

Criterios de exclusién de los Casos:

« Enfermedades hepéticas, tiroideas o reumatologicas documentadas y/o enfermedades crénicas
documentadas, como por ejemplo cancer, que fueron confirmadas de acuerdo al cuadro clinico del paciente
y laboratorios de rutina del expediente clinico, solicitados en la consulta externa de medicina interna.

Criterios de Inclusién de los Controles:

» Pacientes hombres y mujeres, entre 30 y 90 42 afios, sin diagnéstico confirmado de diabetes tipo 2 de
acuerdo con las gulas de la Asociacién Americana de Diabetes42 (hemoglobina glucosilada menor de 6.5%

y glucosa en ayunas menor de 126 mg/dl), atendidos por alguna otra enfermedad no sistémica, segun los
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datos del expediente clinico, en la consulta externa del Servicio de Medicina Interna, del Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez", de septiembre de 2019 a marzo de 2020.

» Autorizacion con consentimiento informado por parte del paciente.

Criterios de exclusion de los Controles:

« Enfermedades hepaticas, tiroideas o reumatolgicas documentadas y/o enfermedades crénicas
documentadas como céncer, que fueron confirmadas de acuerdo al cuadro clinico del paciente y

laboratorios de rutina del expediente clinico solicitados en la consulta externa de medicina interna.

Descripcion de los procedimientos:

1. Se seleccionaron y reclutaron a los sujetos de estudio de acuerdo a los criterios de inclusion y exclusién.
2. Se aplicaron las cartas de consentimiento informado.

3. Se revisaron los expedientes clinicos de cada paciente (casos y controles), de donde se tomaron los

datos mas recientes de hemoglobina glucosilada y glucosa en ayunas.

4. A los pacientes con ayuno de 12 a 14 horas se les tomaron 10 ml de sangre periférica de la vena del

antebrazo, utilizando EDTA como anticoagulante.

5. Se extrajo el DNA gendmico por el método de fenol/cloroformo.
6. Se realizé la genotipificacién, con el sistema iPLEX Assay acoplado al MassARRAY de la compaiiia

Agencia Bioscience: que requiere el disefio de oligonucledtidos especificos, la amplificacién por reaccion en

cadena de polimerasa y por ultimo deteccién de los SNPs por espectrometria de masas.

Este trabajo cumple con las leyes de salud vigentes en México y aprobado por los Comités de Etica en
Investigacién e Investigacion del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez". El objetivo del estudio se
notificé a todos los participantes, que fueron incluidos solo después de proporcionar su consentimiento

informado por escrito.

Analisis estadistico

El célculo de las frecuencias de alelos y genotipos se realizd mediante el programa PLINK

(http://zzz.bwh.harvard.edu/plink/index.shtml) y luego se comparé entre pacientes y controles. El
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andlisis bivariado se realizé con la Chi cuadrada de Pearson y el célculo de la odds ratio (OR) y los
intervalos de confianza del 95% (IC 95%) se realizaron con los softwares SPSS (v24.0) (IBM Corp,
Armonk, Nueva York) y Epilnfo v6.1. Se utilizé la prueba exacta de Fisher cuando fue apropiado. La
correccion de Bonferroni se calculd con el software SNPSpD
(https://genepi.qimr.edu.au/general/daleN/SNPSpD), con base en el numero efectivo de SNPs. Se
determiné que el numero efectivo de pruebas independientes fueron 16. Utilizamos un analisis de
regresion logistica para determinar la asociacion de los SNPs de CACNA1D, KCNQ1, KCNJ11 y
CACNA1E con la DT2.

Los haplotipos y bloques de desequilibrio de ligamiento (LD) fueron generados por el método Cl
usando Haploview (v4.2). El programa en linea que se utilizé para establecer el modelo mas
informativo de asociacién mendeliana (dominante, codominante, recesivo, sobre dominante o aditivo
logaritmico) fue SNPStats (https://www.snpstats.net/start.htm). Se probaron las frecuencias de
genotipo para cada SNP para detectar posibles desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg

usando la prueba X2 con 1 grado de libertad.

4.RESULTADOS

Caracteristicas de los grupos

Participaron en el estudio un total de 90 pacientes, 53 (58%) hombres y 37 (42%) mujeres, se
dividieron en dos grupos, 45 casos (con diagnéstico de diabetes tipo 2) y 45 controles (sin diabetes
tipo 2). La mediana de edad de ambos grupos fue de 48.5 afios RIQ (30-62), (30 afios en el grupo
control y 62 afios en el grupo de casos). El 37.7% (34 sujetos de estudio: 29 casos y 5 controles)
tenian como antecedente el diagnéstico de hipertension arterial sistémica. La mediana del indice de
masa corporal (IMC) fue de 29.8 kg/mz (RIQ 26.05-32.45) en los pacientes con diabetes tipo 2 y 23.3
kg/mz (RIQ 22.2-25.3) en el grupo control, en general fue de 25.7 kg/mz (22.7-29.8). En los 45
pacientes con DT2, en relacién a su control metabdlico, presentaron una mediana de hemoglobina
glucosilada de 7.8% RIQ (6.75-9.8) y una mediana de glucosa en ayunas de 143 mg/dL RIQ (114-
205.5). De este mismo grupo, la mediana del tiempo de diagnostico de la enfermedad fue de 8 afios

RIQ (6.5-10) (Tabla 1).
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Distribucién de alelos, genotipos y haplotipos de los genes KCNQ1, KCNJ11, CACNA1D y
CACNAT1E.

Se estudiaron un total de 16 polimorfismos de 4 genes: KCNQ7 (rs2283171, rs2074196, rs2237892,
rs163184, rs2283228, rs2237897), KCNJ11 (rs5218, rs5219), CACNATD (rs312480, rs312486,
rs9841978, rs12487452) y CACNATE (rs10797728, rs175338, rs3753737, rs2253388) (Tabla 2).

La asociacién de los alelos y los genotipos con la DT2, tanto en los casos como en los controles se
muestran en las Tablas 3 y 4 respectivamente. Los alelos silvestres fueron los mas frecuentes en
todos los grupos.

Con respecto al grupo de polimorfismos del gen CACNA1D, el alelo rs9841978G y el genotipo
rs12487452CG se asociaron con susceptibilidad a diabetes tipo 2, con un OR, 2.61; CI95%: 1.24-
5.45, p=0.0009 y un OR, 3.83; CI95%: 1.52-9.60, p=0.003, respectivamente, mientras que el alelo
rs12487452G y el genotipo rs9841978GG mostraron una tendencia de asociacién a la enfermedad
(OR, 1.85; CI95%: 0.97-3.54, p=0.06 y un OR, 2.28; C195%: 0.95-5.46, p=0.06), con sus contrapartes
correspondientes que fueron de proteccion.

En relacion al gen KCNQT, los alelos rs2237897C (OR, 1.97; CI95%: 1.04-3.72, p=0.03),
rs2074196G (OR, 2.6; Cl95%: 1.36-4.98, p=0.003), rs2283228A (OR, 2.16; CI95%: 1.11-6.22,
p=0.01), rs2237892C (OR, 1.97; ClI95%: 1.04- 3.72, p=0.03) y rs163184G (OR, 2.17; CI95%: 1.19 -
3.95, p=0.01) tuvieron una asociacién importante con la DT2. De igual forma los genotipos
rs2074196GG, rs2283228AA y rs163184GG, mostraron una asociacion significativa (p<0.05) con la
presencia de la enfermedad, mientras los genotipos rs2237897CC y rs2237892CC tuvieron una
tendencia de asociacién con valores p=0.07 y OR de 2.16. Tanto los alelos como los genotipos de
los genes CACNA1E y KCNJ11, no mostraron significancia estadistica.

Todos los SNPs estudiados se encontraron en el equilibrio de Hardy-Weinberg. En todas las
comparaciones de genotipos de los SNPs, prevalecié el modelo codominante. La tasa de éxito
general de la técnica de tipificacion fue del 98.9%.

El software Haploview v4.2 establecié 33 haplotipos para diabetes tipo 2, (Tabla 5). Cuando se
analizaron todos los sujetos con la enfermedad, se encontré que el haplotipo AGCGAC del gen

KCNQ1 fue de susceptibilidad (OR, 2.05; CI95%: 1.01-4.14, p=0.04) al igual que haplotipo CCGG
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del gen CACNA1D, (OR, 2.27; CI95%: 1.13-4.58, p=0.02), mientras que GTTTCT del gen KCNQ1
fue de proteccién (OR, 0.32; C195%: 0.12-0.81, p=0.013),

Desequilibrio de ligamiento (LD)

El grafico generado en Haploview (v4.2) para determinar el LD (D’) para los 16 SNP se presenta en
la Figura 1. El cual indica que los SNPs rs2074196, rs2237892, rs163184, rs2283228 y rs2237897
estan en fuerte desequilibrio de ligamiento entre ellos, al igual que rs175338 y rs2253388, mientras
que rs2283171, rs5218, rs5219, rs312480, rs312486, rs9841978, rs12487452, rs10797728 y
rs3753737 parecen ser casi independientes entre si. En verde estan los dos SNPs: rs5218 y rs5219,

ubicados en regiones codificantes, el resto de los SNPs se encuentran en regiones intronicas de los

genes (Tabla 1).

5.DISCUSION

La DT2 se encuentra clasificada como una enfermedad de atencion prioritaria en nuestro pais, con
un aumento progresivo de la prevalencia en los Gltimos afios, representando uno de los principales
puestos en el nimero de defunciones por afo1. Por estas razones es necesario hacer frente a esta
enfermedad, para lograr una estrategia efectiva debemos modificar los factores ambientales y
hébitos de la poblaciéon. También, tenemos que intensificar el estudio de factores genéticos que
puedan ser usados como marcadores que predigan la aparicion de esta enfermedad. La DT2 es un
trastorno poligénico en el cual pueden existir genes que aumentan el riesgo de presentar la
enfermedad en individuos susceptibles. Al estar involucrados una gran variedad de genes, en la
actualidad se han intensificado los esfuerzos a nivel mundial por encontrar marcadores genéticos
relacionados estrechamente con la enfermedad, estos marcadores son principalmente polimorfismos

de un solo nucleétido (SNPs) s-10.

Una de las principales caracteristicas de la DT2 es la falta de secrecion de insulina, este mecanismo
de secrecion esta finamente controlado por la expresién de varias proteinas y, el mal funcionamiento
de estas proteinas o la incorrecta expresién de los genes que codifican a esas proteinas provocan

la disminucién de insulina secretada y la consecuencia fisiolégica es la aparicién de la hiperglucemia.
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De todas las proteinas que intervienen en este proceso se encuentran los canales de calcio
dependientes de voltaje, principaimente los canales Cav1.3 y Cav2.3, el canal de potasio
dependiente de voltaje Kv1.9 y el canal de potasio dependiente de ATP Karr. En algunas poblaciones
europeas y asiaticas se han encontrado SNPs asociados a DT2, el impacto que tienen los SNPs
sobre la funcidn fisiolégica de los canales i6nicos se ha puesto de manifiesto en estudios previos
donde se ha comprobado que el cambio de una sola base es suficiente para modificar la secrecién
de la insulinaz.

Por lo tanto, al existir diferencias étnicas entre las diferentes poblaciones, el objetivo de este estudio
fue determinar si existe una asociacion entre la presencia de estos polimorfismos de los genes que
codifican estos canales con el diagnéstico de la DT2, representando este el primer estudio de SNPs
de estos canales idnicos en conjunto, en América latina y por supuesto en poblacién mexicana.
Utilizamos un disefio de casos y controles basado en la poblacién en una muestra mexicana,
centrandonos en 16 SNPs de los 4 genes KCNQ1, CACNA1D, KANJ11 y CACNATE,
correspondientes a los canales iénicos mencionados.

El canal de potasio dependiente de voltaje 1.9 (Kv1.9), codificado por el gen KCNQ1 tiene
mecanismos funcionalmente significativos en la regulacién de la secrecion de insulinats. En este gen
se han reportado que los polimorfismos rs2237892, rs2237897, rs2283228 y rs163184 estan
asociados con DT2. En estudios previos se identificé que las frecuencias alélicas van del 30—40%
en asiéticos y solo 10% en europeosi7,18. De manera interesante, nosotros encontramos que en la
poblacién mexicana estudiada en este trabajo, las frecuencias alélicas de estos cuatro SNPs fueron
del 60-74%, es decir aproximadamente el doble de la poblacién asidtica y seis a siete veces
comparéndolo con la poblacién europea, ademas nuestros resultados revelaron que los alelos,
rs2237892C, rs2237897C, rs2283228A y rs163184G, y los genotipos rs2283228AA y rs163184GG,
estan asociados con la susceptibilidad a la DT2 con una alta significancia estadistica. Es importante
destacar, que ademas de los cuatro SNPs mencionados, en nuestra poblacién, fueron estudiados
otros dos SNPs de ese mismo gen KCNQ, el rs2283171 y el rs2074196. De estos dos SNPs solo el
rs2074196 se encontré asociado a DT2, el alelo rs2074196G, el genotipo rs2074196GG vy el

haplotipo AGCGAC, tuvieron una asociacién importante hacia la enfermedad. Estos resultados son
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muy importantes, porque, abren la posibilidad de que estas variantes se puedan estudiar en otras
etnias y comparar su impacto con la DT2. Nuestros resultados indican que estos SNPs pueden estar
influyendo en el desarrollo de la DT2, como factor predisponente de la enfermedad y que en la
poblacién mexicana estudiada pueden tener un rol fundamental como marcador diagnéstico, por su
alta frecuencia y asociacién.

El canal Cav1.3, codificado por el gen CACNA1D fue otro que presenté asociacion de susceptibilidad
ala DT2, de los SNPs estudiados se encontré el alelo rs9841978G, el genotipo rs12487452CG vy el
haplotipo CCGG del polimorfismo rs312486, presentaron una asociacién con la DT2
estadisticamente significativa con una frecuencia del 85%, 52% y 32.95% respectivamente. Estos
SNPs ya se habian identificado en poblaciones escandinavas como factores de riesgo asociados
con DT2 y ademas producen alteraciones en la secrecion de insulina, principalmente el alelo C del
SNP rs312480 se asoci6 con la enfermedad y, sobre todo, con la disminucién en la secrecién de
insulina por las células B-pancredticas de pacientes diabéticos, mientras que rs312486G y
rs9841978G se asociaron solamente con DT2 26,27. Coincidiendo este ultimo alelo con los resultados
en nuestros sujetos de estudio. Es relevante mencionar que estos SNPs han sido muy poco
estudiados a nivel mundial, solo se analizaron en poblacién escandinava, por esta razén creemos
que, en conjunto con nuestros resultados, marcaran la pauta para realizar estudios mas grandes y
en diferentes poblaciones geogréficas, buscando encontrar una asociacion con esta enfermedad.
En relacién a los SNPs del gen CACNA1E, de acuerdo a la literatura, se ha descrito ligamiento con
Ja DT2 en diversas poblaciones europeas, asiaticos del este y afroamericanoss2-37. Un estudio que
se realizé poblacién Pima, un grupo indigena que vive en el estado de Arizona (Estados Unidos) y
en menor concentracién en los estados de Sonora y Chihuahua, encontré que el gen CACNA1E
contribuye a la susceptibilidad a la DT2 al afectar la accion de la insulinass,s, sin embargo comparado
con nuestros resultados, con una poblacién mexicana no ligada a este grupo indigena, tanto los
alelos, genotipos y haplotipos de este gen no tuvieron asociacion alguna con la DT2, esto pone de

manifiesto las diferencias ancestrales entre los diferentes grupos poblacionales en nuestro pais, en

especial con este reducido grupo Pima.
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Por tlimo, el gen KCNJ11 que codifica al canal de Katr, en nuestro estudio, se encontré una falta de
asociacion notable entre los SNPs con la diabetes tipo 2, contrastando con los resultados de otras
poblaciones, donde encontraron asociaciones con la enfermedad en varios grupos étnicos como
caucasicos franceses, japoneses y chinoszo.2s, resaltando el contraste entre las distintas variantes

genéticas en las diferentes etnias y regiones geogréficas.

6.CONCLUSION

Nuestro estudio demostré la asociacion de variantes genéticas bien establecidas de los
polimorfismos de los genes KCNQ1 y CACNA1D con la diabetes tipo 2, mostrando que estos SNPs
pueden representar marcadores importantes en el desarrollo de esta enfermedad y son un factor
predisponente debido a la alta frecuencia y la fuerza de asociacién que se observaron en la poblacién
estudiada a diferencia de los resultados obtenidos con otras poblaciones fuera del continente
americano, representando este el primer estudio en América latina. Esto sugiere que existe una alta
susceptibilidad de nuestra poblacién a desarrollar DT2 cuando se encuentran presentes estos SNPs.
Ademads, en este estudio se encontrd que las variantes de los genes CACANATE y KCNJ11 no estan
asociadas a la DT2 en la muestra poblacional estudiada, sugiriendo que no son un factor
predisponente para desarrollar la DT2 a diferencia de lo encontrado en otras areas geograficas,
poniendo de manifiesto las variaciones y la gran heterogeneidad étnica de los individuos.

El estudio de los SNPs asociados a la DT2 ha cobrado fuerza, y creemos que se requiere tener un
grupo de polimorfismos que se puedan utilizar en un futuro cercano como una herramienta en el
diagnéstico temprano y control de esta patologia, que permita ademéas estudiar los enfoques

farmacogenéticos y farmacogenémicos de esta enfermedad silenciosa.
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8. TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas de los grupos de estudio.

~ Caracteristica ~ Total Casos (DT2s) Controles
(N=90) (N=45) (N=45)
Edad (anos) 48.5 (30-62) 62 (48.5-68.5) 30 (27-42.5)
o ~ Mediana (RIQ)* R Trong -4y S 3 o=
Género H=53 (58%) H=22 (51%) H=31 (69%)
no. (%) M=37 (42%) M=23 (49%) M=14 (31%)
HTAS 34 (37.7%) 29 (64.4%) 5(11.1%)
~ no. (%) _ e -
IMC (kg/m2) 25.7 (22.7-29.8)  29.8 (26.05-32.45) 23.3 (22.2-25.3)
_Mediana (RIQ) ) 7 T el
HDA1C (%) 5.6 (4.9-7.8) 7.8 (6.75-9.8) 4.9 (4.8-5-1)
~ Mediana (RIQ) o e ?
Glucosa en ayunas (mg/dL) 95 (86-143) 143 (114-205.5) 86 (77-89)
~ Mediana (RIQ)
Tiempo de diagnostico F
con DT2 (afios) . 8 (6.5-10) -
Mediana (RIQ)

'+ Diabetes tipo 2. * Rango intercuartil. H: Hombre y M: Mujer. HTAS: Hipertension arterial sistémica.
IMC: Indice de masa corporal. HbA1C: Hemoglobina glucosilada.

Tabla 2. Informacion de los SNPs estudiados*

Gen SNP Cromosoma  Posicién enelgen  Alelos reportados ‘Ubicacién
CACNATD  rs312480 3040 ..+ 53405113 FarNe s T>C 5 UTR
rs312486 53511427 G>A/G>C Intrén
rs9841978 53696708 G>A Intrén
rs12487452 53758384 C>A/C>G Intrén
KCNQ1 rs2283171 1 2574057 A>G | AST ~ nton
rs2074196 2803570 G>T Intrén
1s2237892 2818521 C>T Intrén
rs163184 2825839 T>C/T>G Intrén
rs2283228 2828300 A>C I A>G Intrén
rs2237897 2837316 C>T Intrén
TTKCNJ11 rss218 11 17387522 G>AIG>T Exén Ala-Ala
rs5219 17388025 T>AIT>C/T>G Exén Lys-Terminacion
“CACNA1E  rs10797728 1 181560616 T>A ' Intron
rs175338 181636029 A>C/A>G Intrén
rs3753737 181676091 G>A Intrén
rs2253388 181717613 T>A/T>CIT>G Intrén

"~ “Informacién tomada de la base de datos dbSNP encontrada en el NCBI
https://www.ncbi.nim.nih.gov/snp/.
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Tabla 3. Frecuencia alélica de los polimorfismos de los genes de los canales i6nicos CACNA1D,
KCNQ1, KCNJ11y CACNATE.

Gen Alelos Casos (%) Controles (%) p OR (95%CI) *
CACNA1D rs312480C 97 96 0.72 1.32 (0.29-6.07)
rs312480T 3 4 0.72 0.76 (0.16-3.49)
rs12487452C 62 68 0.06 0.54 (0.28-1.03)
rs12487452G 38 22 0.06 1.85 (0.97-3.54)
rs9841978G 85 69 0.0009 2.61(1.24-5.45)
rs9841978A 15 31 0.0009 0.38 (0.18-0.80)
rs312486C 85 78 0.20 1.65 (0.76-3.56)
rs312486G 15 22 0.20 0.60 (0.28-1.31)
KCNQ1 rs2283171A 53 53 0.99 1.08 (0.56-1.81)
rs2283171G 47 47 0.99 099 (0.55-1.80)
rs2237897C 74 59 0.03 1.97 (1.04-3.72)
rs2237897T 26 41 0.03 0.51 (0.27-0.96)
rs2074196G 77 57 0.003 2.6 (1.36-4.98)
rs2074196T 23 43 0.003 0.38 (0.20-0.73)
rs2283228A 74 57 0.01 2.16 (1.11-6.22)
rs2283228C 26 43 0.01 0.46 (0.24-0.87)
rs2237892C 74 59 0.03 1.97 (1.04-3.72)
rs2237892T 26 41 0.03 0.50 (0.27-0.96)
rs163184T 40 62 0.01 0.46 (0.25-0.84)
rs163184G 60 38 0.01 2,17 (1.19-3.95)
KCNJ11 rs5218G 91 92 0.75 0.84 (0.29-2.43)
rs5218A 9 8 0.75 1.19 (0.41-3.42)
rs5219C 62 63 0.91 0.96 (0.52-1.77)
rs5219T 38 37 0.91 1.04 (0.56-1.90)
CACNATE rs10797728A 81 81 0.41 1.35 (0.66-2.76)
rs10797728T 19 19 0.41 0.74 (0.36-1.51)
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Tabla 3. Frecuencia alélica de los polimorfismos de los genes de los canales i6nicos CACNA1D,
KCNQ1, KCNJ11y CACNA1E.

Gen Alelos Casos (%) Controles (%) p OR (95%Cl) *
rs2253388C 69 67 0.70 1.13 (0.60-2.12)
rs2253388T 31 33 0.70 0.89 (0.47-1.66)
rs3753737A 57 53 0.64 1.15 (0.64-2.08)
rs3753737G 43 47 0.64 0.87 (0.48-1.57)
rs175338G 73 70 0.63 1.17 (0.61-2.26)
rs175338A 27 30 0.63 0.85 (0.44-1.64)

*Odds ratio (95% Intervalo de confianza). Caracteres en negritas y cursivas indican
asociacion. Caracteres en negritas indican tendencia de asociacién. Valor de p con chi
cuadrada de Pearson, nivel de significancia en p < 0.05.

Tabla 4. Frecuencia genotipica de los polimorfismos de los genes de los canales iénicos CACNA1D,
KCNQ1, KCNJ11y CACNA1E.

Gen Genotipos Casos (%) Controles (%) p OR (95%Cl) *

CACNA1D rs312480CC 93 91 0.71 1.33(0.28-6.33)
rs312480CT 7 9 0.71 0.75 (0.15-3.56)
rs12487452CC 36 65 0.008 0.31(0.13-0.74)
rs12487452CG 52 22 0.003 3.83(1.52-9.60)
rs12487452GG 12 13 0.77  0.83(0.23-2.95)
rs9841978AA 0 13 0.03  0.06 (0.01-0.10)
rs9841978GA 30 36 0.54  0.76 (0.31-1.85)
rs9841978GG 70 51 0.06  2.28 (0.95-5.46)
rs312486CC 70 60 0.30 1.58 (0.65-3.83)
rs312486CG 30 36 0.54  0.76 (0.31-1.85)
rs312486GG 0 4 0.15  0.19(0.05-0.25)

KCNQ1 rs2283171AA 32 33 0.87  0.93(0.38-2.26)
rs2283171AG 43 40 0.76 1.14 (0.49-2.65)
rs2283171GG 25 27 0.85  0.91(0.35-2.36)
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Tabla 4. Frecuencia genotipica de los polimorfismos de los genes de los canales i6bnicos CACNA1D,

KCNQ1, KCNJ11 y CACNATE.

Gen Genotipos Casos (%) Controles (%) p OR (95%Ct) *
rs2237897CC 57 38 0.07  2.16 (0.92-5.06)
rs2237897CT 34 42 0.42  0.70(0.29-1.67)
rs2237897TT 9 20 0.14 0.4 (0.11-1.4)
rs2074196GG 61 33 0.008 3.17 (1.33-7.56)
rs2074196GT 32 47 0.156 0.53 (0.22-1.26)
rs2074196TT 7 20 0.06 0.29 (0.07-1.16)
rs2283228AA 57 33 0.02 2.63(1.11-6.22)
rs2283228AC 34 47 0.22 0.59 (0.25-1.39)
rs2283228CC 9 20 0.14 0.4 (0.11-1.41)
rs2237892CC 57 38 0.07 2.16 (0.92-5.06)
rs2237892CT 34 42 0.42 0.70 (0.29-1.67)
rs2237892TT 9 20 0.14 0.40 (0.11-1.40)
rs163184GG 39 18 0.02 2.91 (1.09-7.72)
rs163184TG 43 40 0.76 1.14 (0.49-2.65)
rs163184TT 18 42 0.01 0.30 (0.11-0.80)

KCNJ11 rs5218GA 18 16 0.74 1.20 (0.39-3.66)
rs5218GG 82 84 0.74  0.82(0.27-2.52)
rs5219CC 41 33 0.45 1.38 (0.58-3.28)
rs5219CT 43 60 0.1 0.50 (0.21-1.17)
rs5219TT 16 7 0.16  2.64 (0.63-10.98)

CACNATE rs10797728AA 64 53 0.44 1.51 (0.64-3.54)
rs10797728AT 34 45 0.44 0.65 (0.27-1.53)
rs10797728TT 2 2 0.48  1.02(0.06-16.88)
rs2253388CC 45 42 075  1.14(0.49-2.63)
rs2253388CT 48 49 0.91 0.95 (0.41-2.19)
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Tabla 4. Frecuencia genotipica de los polimorfismos de los genes de los canales iénicos CACNA1D,
KCNQ1, KCNJ11 y CACNA1E.

Gen Genotipos Casos (%)  Controles (%) p OR (95%CI) *
rs2253388TT 7 9 0.71 0.75 (0.15-3.56)
rs3753737AA 27 24 0.76 1.15 (0.44-2.99)
rs3753737AG 59 58 0.89 1.05 (0.45-2.45)
rs3753737GG 14 18 0.59  0.73(0.23-2.30)
rs175338AA 7 6 0.95 1.05 (0.20-5.51)
rs175338GA 40 47 0.49 0.74 (0.32-1.74)
rs175338GG 53 47 0.52 1.31 (0.56-3-03)

*Odds ratio (85% Intervalo de confianza). Caracteres en negritas y cursivas indican
asociacion. Caracteres en negritas indican tendencia de asociacion. Valor de p con chi
cuadrada de Pearson, nivel de significancia en p < 0.05.

Tabla 5. Frecuencia de haplotipos de los polimorfismos de los genes de los canales iénicos
CACNA1D, KCNQ1, KCNJ11 y CACNATE.

Gen Haplotipos Casos (%) Controles (%) p OR (95%Cl) *
CACNA1D CCGC 40.91 40.00 0.902 1.03 (0.57-1.89)
CCGG 32.95 17.78 0.020 2.27 (1.13-4.58)
CCAC 9.09 15.56 0.181 0.54 (0.21-1.35)
CGGC 7.95 8.89 0.822 0.88 (0.31-2.56)
CGAC 341 7.78 0.206 0.42 (0.10-1.67)
CGAG 1.14 3.33 0.328 0.34 (0.03-3.30)
CCAG 1.14 3.33 0.328 0.34 (0.03-3.30
TGGC 227 111 0.547  2.07 (0.18-23.24)
KCNQT1 GGCGAC 29.55 20.00 0.140 1.68 (0.84-3.35)
AGCGAC 30.68 17.78 0.044 2.05 (1.01-4.14)
ATTTCT 13.64 20.00 0.257 0.63 (0.28-1.40)
GTTICT 7.95 21141 0.013 0.32 (0.12-0.81)
AGCTAC 9.09 13.33 0.370 0.65 (0.25-1.67)
GGCTAC 3.41 5.56 0.490 0.60 (0.13-2.59)
KCNJ11 GC 54.55 56.67 0.776 0.92 (0.51-1.66)
GT 36.36 35.56 0.911 1.04 (0.56-1.91)
AC 7.95 6.67 0.741 0.20 (0.38-3.75)
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Tabla 5. Frecuencia de haplotipos de los polimorfismos de los genes de los canales iénicos
CACNA1D, KCNQ1, KCNJ11 y CACNATE.

Gen Haplotipos Casos (%) Controles (%) p OR (95%Cl) *
AT 1.14 141 0.987 1.03 (0.06-16.61)

CACNATE AGAC 45.45 38.89 0.446 1.26 (0.69-2.30)
AGGC 19.32 20.00 0.909 0.96 (0.46-2.01)
TAGT 12.50 12.22 0.955 1.03 (0.42-2.51)
AAAT 4.55 10.00 0.162 0.43 (0.13-1.45)
AGGT 4.55 3.33 0.677 1.38 (0.30-6.35)
AAGT 4.55 3.33 0.677 1.38 (0.30-6.35)
TGGT 2.27 222 0.991 1.01 (0.14-7.34)
TAAC 2.27 1.11 0547  2.07 (0.18-23.24)
TGAC 1.14 222 0.567 0.50 (0.04-5.61)
TGAT 1.14 1.1 0.987 1.02 (0.06-16.61)

* Odds ratio (95% Intervalo de confianza). Caracteres en negritas y cursivas indican asociacion.
Caracteres en negritas y subrayado indican proteccién. Valor de p con chi cuadrada de Pearson,
nivel de significancia en p < 0.05. CACNA1D: rs312480-rs312486-rs9841978-rs12487452; KCNQ1:
rs2283171-rs2074196-rs2237892-rs163184-rs2283228-rs2237897,  KCNJ11:  rs5218-rs5219;
CACNA1E: rs10797728-rs175338-rs3753737-rs2253388.
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Figura 1. Desequilibrio de ligamiento (LD) entre los SNPs de CACNATD, KCNQ1, KCNJ11 y
CACNA1E genotipificados en la diabetes tipo 2. La grafica de LD fue creada por HAPLOVIEW 4.2.
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