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1. RESUMEN

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por
hiperglucemia como resultado de defectos en la secrecion de insulina, accion
de la insulina o de ambos. La diabetes es un problema de salud a nivel mundial
pues afecta al 10.7 % de la poblacién mundial (ADA, 2007). El tipo mas comun
de diabetes es la tipo 2 y México esta dentro de los 10 paises con mayor
incidencia de diabetes tipo 2. Numerosos estudios han mostrado que la
etiologia de la diabetes tiene dos componentes: los factores ambientales (mala
alimentacion, poca actividad fisica), y los factores genéticos. En la actualidad,
la evaluacién de la composicién genética de la diabetes tipo 2 ha sido mediante
polimorfismos de un solo nucleotido. Estudios en diversas poblaciones indican
que el impacto de los polimorfismos varia entre las poblaciones. La
identificacion de este tipo de polimorfismos ha sido dificil mediante los estudios
genéticos convencionales tales como estudios de ligamiento o estudios casos
control de genes candidatos, por ello se han disefiado nuevos estudios como
los estudios de asociacion del genoma completo. Tomando ventaja de los
resultados obtenidos del primer estudio de asociacion del genoma completo
(Sladek y cols., 2007), se evaluaron los polimorfismos de seis nuevos genes
asociados a la diabetes tipo 2: TCF7L2, SLC30A8, HHEX/IDE, LOC387761 y
EXT2 en 234 controles, 455 diabéticos tipo 2 y 100 indigenas; y se analiz6 toda
la region codificante de SLC30A8 (Transportador de Zinc) en 25 diabéticos, por
ser el Unico polimorfismo de los ocho identificados que se encuentra en una
regiéon codificante y por su funcién en el almacenamiento de insulina. La
genotipificacion de los polimorfismos se llevd a cabo mediante el ensayo
KASPar y la secuenciacion de SLC30A8 se realiz6 con Big Dye Terminator
vl.1 y v3.1 con el secuenciador 3130xI Genetic Analyzer. Se encontrd
asociacion con la diabetes tipo 2 y las variantes rs7903146 de TCF7L2
(P=0.05) y rs7480010 de LOC387761 (P=0.019). En los diabéticos, los
portadores del alelo de riesgo tuvieron un indice de masa corporal mayor que
los individuos que no poseen el alelo de riesgo. En controles, los individuos con
el alelo de riesgo A de rs7480010 LOC387761 presentan concentraciones
menores de insulina que los que no poseen el alelo de riesgo. Los sujetos

control con el genotipo AA tuvieron mayores concentraciones de colesterol y



triglicéridos que los sujetos con los genotipos AG y GG. Mientras que los
portadores del alelo de riesgo C de rs1111875 HHEX/IDE mostraron
concentraciones mas elevadas de glucosa y colesterol que los que no tienen el
alelo de riesgo, en los controles. Estos resultados muestran que la variante
rs7903146 TCF7L2, la cual ha sido ampliamente asociada la diabetes tipo 2 en
diversas poblaciones, también participa en la susceptibilidad en la diabetes tipo
en poblacion mexicana. La variante rs7480010 de LOC387761 confiere riesgo
a desarrollar diabetes tipo 2 en la poblacion mexicana y probablemente el
mecanismo sea la alteracion del metabolismo de lipidos. Los datos obtenidos
para rs1111875 de HHEX sugieren su participacion en la diabetes tipo 2
mediante una incorrecta homeostasis de glucosa y alteracion del metabolismo

de lipidos, probablemente promoviendo una falla en la secrecion de la insulina.



2. ANTECEDENTES

2.1 DIABETES

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por
hiperglucemia como resultado de defectos en la secrecion de insulina, accion de la
insulina o en ambos (ADA, 2007). La hiperglucemia estd acompafiada de
trastornos en el metabolismo de lipidos y proteinas (WHO, 1997). Los sintomas de
una marcada hiperglucemia son poliuria, polidipsia, pérdida de peso y algunas

veces polifagia y vision borrosa (ADA, 2007).

2.2 COMPLICACIONES A LARGO PLAZO DE LA DIABETES

La alteracion en los niveles de glucosa esta asociada con dafos a largo plazo,
tales como la retinopatia potencialmente con pérdida de la vision, nefropatia
conduciendo a una falla renal, neuropatia diabética periférica con riesgo de
ulceraciones en pies, amputaciéon y neuropatia autonémica causando sintomas
gastrointestinales, genitourinarios y disfuncion sexual.

Existen tres vias metabodlicas a través de las cuales la hiperglucemia lleva, a

través de los anos, a las complicaciones microvasculares cronicas de la diabetes:

1) Aumento de la actividad de la enzima aldosa reductasa:

La aldosa reductasa es una enzima que cataliza la reduccién de hexosas, como la
glucosa, a sorbitol. La aldosa reductasa esta presente en el ojo (epitelio corneal,
cristalino y pericitos retinales), rifidn (podocitos, células mesangiales, epitelio
tubular), y nervio periférico (axones y células de Schwann). Cuando hay
hiperglucemia, la aldosa reductasa transforma a la glucosa en sorbitol, y este
ultimo es metabolizado a fructosa a través de la sorbitol deshidrogenasa. En este
proceso ocurren cuatro fendmenos: 1) produccion de sorbitol; 2) produccion de
fructosa; 3) disminucién del NADPH; y 4) aumento del NADH.



El sorbitol aumenta la presion osmética intracelular provocando daino a los tejidos
por edema celular. En las fibras nerviosas, el aumento del sorbitol bloquea el
contratransportador Na+/mioinositol, haciendo disminuir el mioinositol y los
fosfoinositidos intracelulares, lo que causa una deplecion de diacilglicerol (DAG).
En el nervio, la disminucién del DAG frena la actividad de la ATPasa Na+ / K+ ,

causando mayor edema axonal.

La disminucion de DAG ocurre exclusivamente en la neuropatia, ya que existe un
aumento de DAG en la retinopatia y en la nefropatia diabética. El aumento de la
fructosa causa fructosilacion de las proteinas, un fendmeno muy similar a la
glicosilacion. El consumo de NADPH favorece por un lado el estrés oxidativo, al
disminuir el cociente glutation reducido/oxidado. La glicosilacion proteica es
acelerada por el estrés oxidativo. El aumento de la actividad de la ciclooxigenasa,
también favorece la produccion de PGE2 (Prostanglandinas), sumandose a uno de
los efectos de la activacion de la b2 proteina cinasa C (PKC). La baja del NADPH
también aumenta la actividad de la via de las pentosas, activando a su vez a la b2
PKC.

Finalmente, el aumento del NADH favorece la sintesis de DAG. El aumento del
DAG también activa a la b2 PKC. Por lo tanto, la activacién de la aldosa reductasa
no solo produce dafo celular por si misma, sino que aumenta el dafio producido
por los otros dos mecanismos: la activacion de la b2 -proteina cinasa C y la

glicosilacion proteica.

2) Aumento del DAG y de la actividad de la b2 -protein cinasa C:

Este mecanismo ocurre en la retinopatia y la nefropatia. La PKC pertenece a la
familia de enzimas que son capaces de fosforilar las proteinas responsables de la
transduccion de sefiales intracelulares. La isoforma b2 PKC aumenta su actividad
en las células endoteliales de retina y rindn, cuando éstas son expuestas a la
hiperglucemia. Esta activacion de la b2 PKC ocurre porque la hiperglucemia
produce un aumento en la sintesis de novo de DAG, que es un potente

estimulador de esta enzima. Este aumento en la sintesis de DAG a partir de



hiperglucemia ocurre gracias a una activacion en la via de las pentosas, y a una
mayor oferta de dihidroxiacetonfosfato (DHAP). La b2 PKC, a su vez, activa a la
fosfolipasa A2, aumentando asi la produccion de PGE2 y de Tromboxano AZ2.
Estos ultimos mediadores modifican drasticamente la permeabilidad endotelial y la
respuesta a la angiotensina Il en el musculo liso vascular. Dichos cambios en la
permeabilidad endotelial y en la respuesta vasoconstrictora a la angiotensina Il

son responsables de la génesis de la retinopatia y la nefropatia diabéticas.

3) Glicosilacion no enzimatica de proteinas:

La glucosa se combina con los residuos amino de las proteinas, formando
inicialmente una base de Schiff, la cual posteriormente se reordena, formando el
producto Amadori. La hemoglobina glicosilada que es un indice de calidad de
control glicémico, es un producto Amadori de glucosa y hemoglobina. En proteinas
de larga vida, y en el curso de meses y afnos, el producto Amadori se reordena
para formar compuestos de cetoaldehido que son mucho mas estables
(irreversibles). Se forman asi los AGE (Productos de Glicosilacion Avanzada), que
son proteinas que sufren una serie de cambios a consecuencia de este proceso:
a) formacion de puentes anormales entre péptidos, b) alteracion de la estructura
secundaria y terciaria y c) alteraciones funcionales. Entre las alteraciones
funcionales de las proteinas destaca el cambio en la permeabilidad de las
membranas basales, fendmeno muy importante en la génesis de la retinopatia y la
nefropatia diabética. La glicosilacion del colageno hace que ligamentos, capsulas
y aponeurosis pierdan elasticidad. Ademas, en condiciones de hiperglucemia, la
glucosa puede también sufrir un proceso de autooxidacién intracelular en
presencia de un metal de transicidn, generando radicales libres y cetoaldehido. El
mismo cetoaldehido actua como propagador en la transformacién de producto
Amadori en AGE. De este modo, la autooxidacion de la glucosa acelera aun mas

la glicosilacion no enzimatica de proteinas.
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RETINOPATIA DIABETICA

Esta complicacion cronica esta estrechamente relacionada con el dafio que la
hiperglucemia es capaz de hacer, especialmente en los capilares de la retina. Los
pericitos retinales son los primeros en ser afectados, ya que acumulan sorbitol,
pierden capacidad contracti y mueren. Simultdaneamente, ocurre una
vasodilatacién capilar, que se debe en parte a la pérdida de pericitos, y en parte a
la activacion de la b2 PKC. Sin embargo, tienen que transcurrir 5 o0 mas anos
desde el comienzo de la hiperglucemia para que esta permeabilidad aumentada
de la membrana basal (glicosilacion) produzca exudados céreos por exudacion de
lipidos y microhemorragias por grietas en los capilares. En este mismo momento
comienzan a perderse las células endoteliales, debilitandose la pared capilar y
dando origen a microaneurismas. Afos después, la pérdida de células endoteliales
llega a tal punto que se da origen a los capilares acelulares, simples tubos de
membrana basal, obstruidos en parte por microtrombos originados en el interior de
los microaneurismas. A partir de este momento hay isquemia en extensas areas
de la retina, produciéndose microinfartos que se ven en el oftalmoscopio como
exudados algodonosos. Como respuesta a la isquemia, la retina secreta un factor
angiogeénico, que estimula la génesis de capilares de novo. Estos nuevos capilares
son fragiles, y se rompen con gran facilidad, dando origen a hemorragias mayores
primero en la retina y después en el cuerpo vitreo. Es la hemorragia vitrea la

responsable final de la ceguera en la mayoria de los diabéticos.

NEFROPATIA DIABETICA

La hiperglucemia cronica es también la responsable de esta complicacion. En los
primeros afnos de la diabetes, la hiperglucemia produce cambios funcionales,
como son la vasodilatacion de las arteriolas aferente y eferente (aldosa reductasa
y b2 PKC activadas), con aumento del flujo plasmatico renal. Sin embargo, la
activacion de la b2 PKC hace que la vasodilatacion sea mayor en la arteriola

aferente que en la eferente, aumentando la presion de filtracion y la filtracion
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glomerular. Ya después de 5 afios de diabetes, la hiperglucemia se ha traducido
en cambios moleculares y estructurales. El engrosamiento de la pared de las
arteriolas aferente y eferente (glicosilacion) normaliza eventualmente el flujo
plasmatico renal, y la membrana glomerular basal se engruesa y aumenta su
permeabilidad, apareciendo microalbuminuria primero (30-200 mg/24 horas), y
microalbuminuria después (>200 mg/24 horas). Simultaneamente las células
mesangiales se multiplican (por la activacion de b2 PKC) y aumenta la cantidad de
matriz mesangial. En esta etapa el paciente tiene macroalbuminuria en el rango de
sindrome nefrésico, con hipertension arterial en casi todos los casos. Finalmente,
la suma de matriz mesangial aumentada, mas el engrosamiento de la membrana
basal glomerular, van estrangulando a las asas capilares, reduciendo
progresivamente el lumen de éstos. Por lo cual sobreviene una progresiva
disminucién del flujo plasmatico renal y de la filtracion glomerular, que llevan al

paciente a la insuficiencia renal terminal.

NEUROPATIA DIABETICA:

Esta complicacién de la hiperglucemia esta relacionada con la activacion de la
aldosa reductasa y con la glicosilacién de proteinas. A principios de la evolucion
de la diabetes, la activacion de la aldosa reductasa en el nervio produce una
deplecion de mioinositol, lo que lleva a una disminucion del DAG. Esto produce
una menor actividad de la ATPasa Na+/K+ y edema axonal. En estas
circunstancias ya se observa una disminucion en la velocidad de conduccién
nerviosa. El edema también puede producir compresion de nervios que pasan por
canales 6seos inextensibles, como los pares craneanos (mononeuropatias).
Posteriormente, la combinacion de obstruccion de vasos responsables del aporte
sanguineo (arteriolosclerosis y engrosamiento de membrana basal), mas la
glicosilacion de la mielina, que la hace apetecible a los macréfagos, produce
desmielinizacion segmentaria. A esto se agrega la glicosilacion de la tubulina, con
severo dafo del transporte axonal. Este ultimo fendmeno produciria mayor dano

en las fibras mas largas, lo que explicaria la mayor severidad distal de la
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neuropatia diabética. Clasicamente, esta secuencia de eventos hace que en una
biopsia de nervio periférico, aparezca una combinacion simultdnea de fibras
normales, fibras desmielinizadas, fibras destruidas, y axones en regeneracion.

Cabe recalcar que la susceptibilidad de las fibras nerviosas al dafio por la diabetes
no es la misma para cada tipo de fibra. En general, las fibras mielinizadas gruesas
(motoras, sensibilidad tactil y vibratoria) son mas resistentes a la hiperglucemia y
mas susceptibles al dafo por la isquemia. Por otro lado, las fibras mielinizadas
delgadas, y las fibras no mielinizadas (sensaciones de dolor y calor), son mas
sensibles al dafio por hiperglucemia y mas resistentes a la isquemia. Es por esta
razon que los diabéticos pueden perder la sensibilidad al dolor y al calor en los

pies, afios antes de tener pérdida de sensibilidad vibratoria o tactil.

2.3 PREVALENCIA DIABETES

La diabetes afecta al 10. 7% de la poblacion mundial (ADA, 2007). De acuerdo a la
Asociacion Americana de Diabetes (ADA) los 10 paises con mayor incidencia de
diabetes en el 2003 fueron India, China, EUA, Rusia, Japén, Alemania, Pakistan,
Brasil, México y Egipto. En este estudio, también se realizdé una estimacion de lo
que ocurrira en el 2025, donde México pasara de la posicion nueve a la siete (IDF,
2006).

Datos en la poblacion mexicana indican que la diabetes, junto con las
enfermedades cardiovasculares, son las primeras causas de muerte en México
(INEGI, 2007).

2.4 CLASIFICACION DE LA DIABETES
En 1997, la ADA en conjunto con un comité de expertos internacionales,

propusieron una clasificacién que esta vigente actualmente describiendo cuatro

categorias de pacientes (ADA, 2007):
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I) Diabetes Tipo 1 (DT1). La cual representa del 5 al 10% de los casos de
diabetes. Se caracteriza por la destruccion autoinmune de las células beta del
pancreas, por ello los pacientes presentan deficiencia absoluta de insulina,
tendencia a la cetoaciddsis y necesidad de tratamiento con insulina (insulino

dependientes).

II) Diabetes Tipo 2 (DT2). Representa del 90 al 95% de los casos de diabetes.
Son individuos que presentan resistencia a la insulina y generalmente tienen
deficiencia relativa de insulina. Las etiologias no son conocidas, pero se sabe que
no hay una destruccién inmune de las células beta del pancreas. Es un grupo
heterogéneo de pacientes, la mayoria obesos y/o con distribucion de grasa
predominantemente abdominal, con fuerte predisposicion genética no bien
definida (multigénica). Presentan niveles de insulina plasmatica normal o elevada,
sin tendencia a la acidosis, responden a dieta e hipoglucemiantes orales, aunque

muchos con el tiempo requieren de insulina para su control.

[Il) Diabetes gestacional. Se caracteriza por una alteracién de la regulacion de la
glucosa que aparece durante el embarazo. La diabetes gestacional puede
desaparecer al término del embarazo o persistir como intolerancia a la glucosa o

diabetes tipo 2.

IV) Otros tipos especificos de diabetes. En este grupo se encuentran 8
subgrupos, dentro de los cuales se encuentran:

1) Defectos genéticos de la célula beta como los tipo MODY (Maturity Onset
Diabetes of the Young); 2) defectos genéticos en la accién bioldgica de la insulina;
3) enfermedades del pancreas exocrino como pancreatectomia, pancreatitis
aguda, pancreatitis cronica, neoplasia del pancreas, hemocromatosis; 4)
endocrinopatias como sindrome de Cushing, acromegalia, glucagonoma,
feocromocitoma; 5) diabetes secundaria inducida por farmacos o quimicos
(corticoides, acido nicotinico, L- asparagina, interferén alfa, pentamidina); 6) por

agentes infecciosos como Rubeola congénita, Coxsachie B, citomegalovirus,
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parotiditis); 7) formas raras autoinmunes como sindrome de Stiff-man, anticuerpos
contra el receptor de insulina; 8) sindromes genéticos a veces asociados a

diabetes (sindrome de Down, Kleinefelter, Turner, Wolfram, etc).

2.5 DIAGNOSTICO

Para el diagndstico definitivo de diabetes se usa la determinacion de glucosa en
plasma o suero.

Valores normales:

% En ayunas de 10 a 12 horas, los valores normales de glucemia< 100 mg/dL.

% En un test de sobrecarga oral de glucosa (75 g), los valores normales de
glucemia son:
Basal < 110 mg/dL,
A los 30, 60 y 90 minutos < 200 mg/dL
A los 120 minutos post sobrecarga < 140 mg/dI

El paciente debe cumplir con alguno de estos 3 criterios lo que debe ser

confirmado en otra oportunidad para asegurar el diagndstico.

1. Glucemia (en cualquier momento) > 200 mg/dL, asociada a sintomas
clasicos (poliuria, polidipsia, baja de peso)
2. Presentar dos o mas valores de glucemia > 126 mg/dL, en diferentes dias

3. Respuesta a la sobrecarga a la glucosa alterada con una glucemia a los

120 minutos post sobrecarga > 200 mg/dL.
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2.6 DIABETES TIPO 2

La prevalencia de la DT2 se ha incrementado a nivel mundial. México se ubica
dentro de los primeros 10 paises con mayor prevalencia y es una de las primeras
causas de muerte, por ello es importante su estudio en poblacidén mexicana. Este
incremento se debe al menos en parte a factores ambientales, tales como un
mayor incremento en la disponibilidad de los alimentos, baja calidad de los
mismos, poca oportunidad y motivacion para realizar actividades fisicas, los cuales
actuan sobre individuos genéticamente susceptibles (Sladek y cols., 2007). Se
sabe que los factores genéticos juegan un papel importante ya que se ha
detectado su existencia mediante estudios de gemelos, familias y de mezcla entre
poblaciones. Si bien se han reconocido errores genéticos puntuales que explican
la etiopatogenia de algunos casos, que comprometen el gen responsable de la
sintesis de insulina, del receptor y de algunos efectores enzimaticos, en la gran
mayoria se desconoce el defecto, siendo lo mas probable que existan alteraciones
genéticas multiples (poligénicas). El estudio de la participacion de polimorfismos
de un solo nucleétido (SNPs) ha cobrado gran interés, pues se cree que modifican
la respuesta individual de los factores ambientales (Owen y McCarthy, 2007).
Grupos de etnias minoritarias en los E.U.A incluyendo hispanos, afroamericanos y
americanos nativos se ven afectados de 2 a 4 veces mayor de desarrollar DT2 que

los caucasicos.

Un SNP es un pequefio cambio o variacidén, que ocurre dentro de la secuencia del
DNA de una persona. El codigo genético estd formado en base a cuatro
nucleodtidos: adenina (A), timina (T), guanina (G) y citosina (C). Son las formas
mas comunes de polimorfismos en el genoma humano. La variaciéon de un SNP
ocurre cuando una unica base, como la A, remplaza una de las otros tres
nucledtidos (C, G o T). En los humanos los SNPs ocurren en promedio mas del
1% de las veces y se ha estimado que en la poblacién mundial existen mas de 10
millones de SNPs. Debido a que el 3-5% de la secuencia del DNA humano

codifica para proteinas, la mayoria de los SNPs se localizan fuera de las regiones
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codificantes. Los SNPs que se encuentran dentro de las regiones codificantes son
de gran interés para los investigadores porque existe mayor probabilidad que
conduzcan a una alteracion biolégica en alguna proteina. De acuerdo a los
genetistas, los SNPs son marcadores para localizar genes dentro del DNA. Los
cambios en los genes incrementan el riesgo de sufrir enfermedades poligénicas.
Por ello se comparan los SNPs de personas con una enfermedad poligénica con
los SNPs de personas que no tienen dicha enfermedad. Si un SNP en particular es
mas comun en los sujetos con la enfermedad, se dice que ese SNP esta
sefialando una region del DNA o un gen que esté involucrado en la enfermedad
(The International HapMap Consortium, 2003).

Existen mas de 695 articulos publicados acerca de la asociacion entre variantes
genéticas y DT2 (datos arrojados por PUBMED, 2009). Sin embargo, no se
observa asociacién en diversos estudios de la misma variante en muestras de una
misma poblacion o en diferentes poblaciones. Los SNPs identificados por estudios
de ligamiento o genes candidatos pertenecen a los genes CANP-10, KCNJ11,
HNF4A, RETN, PPARG, KIR6.2, ACDC y ENPP1 (Tabla 1). Los estudios de
ligamiento consisten en estudiar familias con varios integrantes con DT2
empleando marcadores genéticos, que permitan identificar que regiones del
cromosoma que segregan con la enfermedad, es decir que marcadores genéticos
presentan los afectados que los sanos no los tienen. Los estudios de genes
candidatos, los cuales son seleccionados con base en su funcién y principalmente
son genes involucrados en la homeostasis de la glucosa, se hacen en familias o
en estudios caso control y se busca un alelo de riesgo que se encuentre en mayor

frecuencia en los diabéticos que en los controles.
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Tabla 1. Funcion de los genes asociados a la DT2.

GEN PROTEINA FUNCION

CAPN-10 ~ CAPN-10  proteasa, regula niveles de B-catenina

HNF-4A HNF-4A Factor de transcripcion, involucrado en el desarrollo y

funcién pancreatica.

KCNJ11 KIR6.2 Subunidad de canal K(ATP), involucrado en la
secrecion insulina
SUR1 SUR 1 Subunidad de canal K(ATP), involucrado en la
secrecion insulina
ENPP1 PC1 Inhibe la activacion del receptor de insulina
PPARG PPARG Adipogénesis, promueve el almacén de triglicéridos

ACDC Adiponectina Aumenta la captacion acidos grasos, glucosa y
B-oxidacion. Disminuye la gluconeogénesis y sintesis
acidos grasos

RETN Resistina Hormona, relacionada a la resistencia a la insulina

Debido a que no se han podido localizar mas variantes de susceptibilidad
mediante estudios de ligamiento y estudios de genes candidatos, recientemente
se recurrio al uso de estudios de asociacion del genoma completo (GWAS:
Genome Wide Association Studies) para enfermedades comunes y complejas de
las que se desconoce su etiologia. Este estudio basicamente consiste en hacer un
escaneo con mas de 100 mil SNPs que se localicen a lo largo de todo el genoma
en individuos sin DT2 (controles) y en pacientes con DT2 (Hirschhorn y cols.,
2005). Los GWAS se han realizado en poblacion estadounidense, finlandesa,
inglesa y francesa (Saxena y cols., 2007; Scott y cols., 2007; Zeggini y cols., 2007;
Sladek y cols., 2007). Estudios que permitieron encontrar nuevos SNPs asociados
a la susceptibilidad de la DT2, incluso concordando varios SNPs entre los

diferentes estudios (Tabla 2).
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Tabla 2. Estudios de asociacion de todo el genoma para la DT2 del 2007.

Autor y poblacion de estudio

Gen/Proteina SNPs Sladek y Zeggini y Saxenay cols., Scott y cols.,
asociados cols., cols.,(ingleses) (finlandeses y (finlandeses)
(franceses) suecos)
TCF7L2/ rs7903146 X X X X
TCF7L2
SLC30A8/ rs13266634 X X X X
ZnT8
HHEX/IDE/ rs1111875 X X X X
HHEX/IDE rs7923837
EXT2/ rs3740878 X
EXT2 rs1113132
rs11037909
LOC387761/ rs7480010 X
LOC387761
CDKAL1/ rs7754840 X X X
CDKAL1
CDKN2A/2B/ rs10811661 X X X
CDKN2A/2B
IGF2BP2/ rs4402960 X X X
IGF2BP2
FTO/ rs8050136 X X
FTO
PPARG/ rs1801282 X X
PPARG
KCNJ11/ rs5219 X X
KIR6.2
No. de Diabéticos 2617 1924 1464 1161
individuos Controles 2894 2938 1467 1174
estudiados
No. SNPs 392 935 490 032 386 731 315 000
evaluados
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La mayoria de los GWAS, no son capaces de detectar las variantes encontradas
por medio de estudios de ligamiento o estudios de genes candidatos, porque
tienen un poder limitado para detectar el efecto modesto que tienen sobre la
patologia. Ademas, los microarreglos no contienen las variantes idoneas
asociadas a dichos genes. Por lo tanto en la tabla 2 solo se observa asociacion en

algunos genes previamente reportados como KCNJ11 y PPARG.

Del trabajo publicado por Sladek y cols., (2007) seis de los ocho SNPs asociados
(rs13266634 8, rs1111875, rs7923837, rs3740878, rs11037909, rs1113132)
presentan como alelos de riesgo a los alelos ancestrales (denominado ancestrales
por su elevada frecuencia en distintas poblaciones), lo cual puede ser consistente
con la hipétesis de que los alelos ancestrales se adaptaron al ambiente de las
poblaciones antiguas pero ahora, bajo factores ambientales diferentes, éstos
incrementan la susceptibilidad a la enfermedad. El disefio del presente estudio se
realizé a principios del 2007 y el GWAS disponible era el de los franceses (Sladek
y cols., 2007).

Los SNPs estan asociados a genes con funciones especificas dentro de la célula,
se cree que por si solo no tendran un importante impacto biolégico, pero la suma
de estas pequenas alteraciones conducira a un funcionamiento incorrecto de la
célula beta que finalmente conlleva al desarrollo de la DT2 (Figura 1). En la figura
1 se representan los genes a estudiar en el presente trabajo y otros anteriormente
descritos, que se expresan en la célula beta, con el fin de ubicarlos en un contexto
celular para comprender su papel dentro de la DT2. Cabe senalar que hay genes
que se expresan en otros tipos celulares y existen SNPs de otros genes que no se
encuentran en la célula beta como ACDC y PPARG que se encuentran en el tejido
adiposo. ACDC codifica para la hormona resistina que se desconoce su papel,
pero se cree que esta involucrada en la resistencia a la insulina. PPARG codifica
para el factor de transcripcion: receptor gamma activado por proliferador de

peroxisomas que participa en la adipogénesis.
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Figura 1. Localizacion de genes asociados a la DT2 mediante SNPs en una célula beta
pancreatica. GCK codifica para la glucocinasa, es el sensor de glucosa en la célula beta. KCNJ11
codifica para la subunidad del canal de potasio sensible a ATP, el cual interacciona con SUR1
codificado por el gen (ABCC8) para regular el paso de K™ a través de la membrana celular. HNF4A,
TCF1 (codifica a HNF1A), TCF2 (codifica HNF1B), HHEX y TCF7L2 codifican para factores de
transcripcion producidos en la célula beta y estan involucrados en el desarrollo pancreatico.
SLC30A8 codifica para el transportador de zinc (Zn-8) el cual es responsable de transportar zinc
hacia las vesiculas que contienen insulina. CDKAL1 y CDKN2A/B participan en la via de las
cinasas dependientes de ciclinas, por ello pueden estar involucradas en la regeneracion de la
célula beta. IGF2BP2 codifica para una proteina que se une al mMRNA de IGF2 para dirigir su
localizacion especifica subcelular para su sintesis. CAPN-10 codifica para la calpaina-10 que es
una proteasa que hidroliza a una proteina responsable de la fusion de los granulos de insulina con
la membrana celular. EXT2 codifica para la exostosina 2 involucrada en la sintesis de insulina y el
desarrollo pancreatico temprano.

En base a estos resultados el trabajo consistido en la evaluacién de todos los
SNPs encontrados en el primer GWAS que se dio a conocer a principios del 2007.
Los genes que fueron asociados a la DT2 en dicho trabajo son TCF7L2, SLC30AS,
HHEX/IDE, EXT2 y LOC387761, cuya funcién y caracteristicas se describen a

continuacion.
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2.6.1 Factor de transcripcion 7 tipo 2 (TCF7L2)

El gen del factor de transcripcion 7-tipo 2 (Transcription factor 7-like 2, TCF7L2 o
TCF) tiene una longitud de 215.9 kb, se localiza en el cromosoma 10 en la region
g25, posee 17 exones y tiene splicing alternativo dando lugar a 4 isoformas. Se
expresa en la mayoria de los tejidos, incluyendo células beta maduras del
pancreas, a excepcion del musculo esquelético. Codifica para un factor de
transcripcion que posee un dominio de unién al DNA tipo HMG (por sus siglas en
inglés high mobility group). En la rata, durante la diferenciacion fetal de las células
beta, TCF7L2 tiene un patréon de expresién similar al de NGN3 (factor de
transcripcion importante para el desarrollo del pancreas y diferenciacién de células
beta), por lo tanto esto sugiere un papel en el desarrollo del islote. TCF7L2
participa en la via de senalizacion de WNT (Wingless), la cual regula la expresiéon
de genes blanco como la incretina GLP-1 (Gluacagon like peptide 1) de las células

endocrinas L del intestino (Yiy cols., 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Via de sefalizacion WNT. A) Sin la estimulacion por WNTs, B-catenina se localiza dentro
de un complejo de GSK-2, CK-1a y pERK, que al ser fosforilado es destruido via degradacién por
el proteosoma. B) Estimulacion con WNT, el complejo de fosforilacion/destrucciéon se disocia. Lo
que provoca la acumulacion de B-catenina libre, la cual entra al nucleo y forma el complejo con
TCF, promoviendo la expresion genes blancos de la via de WNT.
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Cuando los receptores frizzled/LRP5/6 estan sin sus ligandos de WNT, la via de
WNT esta desactivada debido a que hay formacion de un complejo entre GSK-2,
CK-1a y pERK (complejo fosforilado), el cual fosforila a B-catenina y dicho cambio
conduce su degradacion via proteosoma. Sin embargo, cuando los ligandos WNT
estimulan la via al unirse a los receptores frizzled/LRP5/6, lo cual conduce a la
disociacion del complejo fosforilado de GSK-2, CK-1a y pERK y se evita asi la
degradacion de B-catenina. La B-catenina libre viaja al nucleo y se une a TCF,

promoviendo la expresiéon de genes blancos como GLP-1 (Jin, 2008).

El gen de TCF7L2 fue asociado a la DT2 por primera vez por Grant y cols., (2006),
en poblacién islandesa. Especificamente, el SNP rs7903146 esta localizado en el
intron 4 de TCF7L2 y es un cambio de una citosina (C) por una timina (T), debido
produciendo tres diferente genotipos: CC, CT y TT. A la fecha, la variante
rs7903146 es la mas ampliamente asociada a la DT2 en diversas poblaciones.
Entre las poblaciones de estudio se encuentran los europeos blancos (Sladek y
cols., 2007; Zeggini y cols., 2007; Scott y cols., 2007), hindues (Chandrak y cols.,
2007) y japoneses (Horikoshi y cols., 2007, Hayashi y cols., 2007), méxico-
americanos (Lehman y cols., 2007), africanos del Oeste (Helgason y cols., 2007).
Cauchi y cols. (2007) conjuntaron los datos de estos estudios previos para realizar
un meta-analisis donde se observa como este SNP es reproducible a lo largo de
las poblaciones y reporta un OR en general de 1.46, el cual es el OR mas alto que
se haya obtenido con respecto a otros SNPs estudiados hasta el momento, tales
como CAPN10, PPARG, KCNJ11, HNF4A, etc. Pocos estudios muestran lo
contrario, como Parra y cols. (2007) en mexicanos con DT2 de inicio temprano
tardio (muestreo en el Distrito Federal) y Ng y cols., (2008) en asiaticos (Hong
Kong y Corea), quienes no encontraron asociacion entre la DT2 y el SNP
rs7903146. A pesar de ello, se considera una de las variantes mas importante
dentro de la susceptibilidad de la DT2. Aun se desconoce el mecanismo bioldgico
de rs7903146 por el cual contribuye en la susceptibilidad de desarrollar DT2,
debido a que se encuentra en el intron 4. De acuerdo a la funcién de TCF7L2

dentro de la via de sefializacién, Grant y cols. (2006) propusieron que las variantes
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del gen TCF7L2 pueden alterar los niveles del GLP-1, el cual es gen blanco del
complejo TCF7L2 y B-catenina. GLP-1 influye en la secrecién de insulina en las
células beta del pancreas. Sin embargo, los niveles de GLP-1 no se han
encontrado alterados respecto a los genotipos del SNP. Dahigren y cols. (2007)
observaron que la secrecion de la insulina estimulada por glucosa, via oral o via
intravenosa, se afecta por el alelo T de riesgo del SNP rs7903146, lo que implica
que es otro el mecanismo que falla en el estimulo de la célula beta. Shu y cols.
(2008) observan que la secrecion de insulina mediada por GLP-1 esta alterada
cuando hay una deplecién de TCF7L2 mediante siRNA en islotes humanos, por lo
que ellos proponen que lo que esta alterado es la via de sefializacion de GLP-1 en
la secrecion de insulina, mas que una alteracion en los niveles de GLP-1. Ademas
se observd menor proliferacion y mayor apoptosis en islotes pancreaticos de raton
y humano. Adicionalmente, estos autores reportan que la deplecion de TCF7L2,
altera la secrecion de insulina estimulada por glucosa y el indice insulinogénico.
Cuando se sobreexpresa TCF7L2 mediante la transfeccion de un plasmido con el
gen TCF7L2 se observa lo opuesto, pues protege a la célula beta de los efectos
toxicos de la glucosa e interleucina 6 y aumenta la proliferacién y disminuye
apoptosis en islotes pancreaticos de ratéon y de humano. Se ha observado que una
menor expresion de TCF7L2 en tejido adiposo visceral y subcutaneo de pacientes

DT2 en comparacion con individuos normoglicémicos (Cauchi y cols., 2006).

Lyssenko y cols. (2007) observaron que el alelo T del SNP rs1903146 predice la
DT2. La presencia del alelo T se asocia tanto a la expresidon aumentada de
TCF7L2 en islotes humanos como a la alteracion de la secrecion de insulina in
Vivo e in vitro, donde esta aumentada la expresion de TCF7LT2 e insulina. Para
confirmar este hecho los autores sobreexpresaron a TCF7L2 en islotes humanos
no diabéticos y observaron que la duplicacion de la concentracion de TCF7L2
provocaba un incremento de 2.3 veces de insulina y adicionalmente una alteracién
en la secrecion de insulina estimulada por glucosa, pero sin efecto en la expresion

de glucagon.
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La variante de TCF7L2 se asocia a una secrecion de insulina reducida durante la
prueba de tolerancia a la glucosa oral y una baja conversion de proinsulina a

insulina en alemanes (Kirchhoff y cols., 2008).

Por otro lado existe un estudio que muestra que la mayoria de los pacientes con
DT2 que poseen el alelo T (riesgo) del SNP rs7903146 tienen como tratamiento
insulina (principalmente los homocigotos) y que hay pocos pacientes con el alelo T
que controlan su DT2 con ejercicio (Kimber y cols., 2007). Se puede interpretar
que rs7903146, junto con otros SNPs podian servir no solo de diagndstico, sino

que también para dar un tratamiento adecuado a cada paciente.
2.6.2 Transportador de zinc 8 (SLC30A8)
El gen SLC30A8 (Solute carrier family 30, zinc transporter, member 8) posee

41617 bp, contiene 8 exones y codifica para la proteina transportadora de zinc con

369 aminoacidos. Su funcidén es transportar zinc hacia las vesiculas que contienen

insulina (Figura 3).
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FIGURA 3. Gen del transportador de zinc. Estructura del gen SLC30A8 (ZnT8) y su splicing. El gen
se localiza en el cromosoma 8g24.11, contiene 8 exones y tiene una longitud de 37 kb.

ZnT-8 pertenece a la familia de los ZnT, los cuales presentan seis dominios
transmembranales con el dominio amino y el carboxilo que se localizan hacia el
citoplasma. Ademas presentan una regién rica en histidinas entre lo s dominios IV

y V, lo cual puede ser su dominio de unién al metal. Los dominios
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transmembranales |, Il y V son fuertemente anfipaticos y estan altamente

conservados (Liuzzi y cols., 2004).

El contenido de zinc en la célula beta-pancreatica es uno de los mas altos. El
transportador esta involucrado en la toma de zinc y almacenamiento de la insulina
en las células beta pancreaticas es ZnT8 (SLC30A8). La insulina se encuentra
almacenada dentro de vesiculas secretoras como un hexamero sélido unido a dos
iones de Zn?*. Cuando se secreta insulina, las vesiculas de insulina se fusionan
con la membrana plasmatica de las células beta del pancreas y se libera su
contenido, tanto la insulina como el zinc, a la circulacion (Figura 3).

Mas aun, parece haber una relacién compleja entre el zinc, la DT1 y la DT2, pues
varias complicaciones de la diabetes pueden estar mediadas por el estrés
oxidativo, potencializado en parte por una deficiencia de zinc (Chausmer, 1998).
Es por ello que el zinc parece ser un metal importante para la secrecion de
insulina y puede servir como un mediador en el almacén y la secrecion de insulina.
Adicionalmente se cree que el zinc puede modular la funcion de comunicacion
celular via interacciones paracrinas/autocrinas (Chimienti y cols., 2005; Chimienti y
cols., 2004). Ishihara y cols. (2003) reportaron que el zinc liberado de la secrecién
de insulina via células beta, se relaciond con la supresion de la secrecion de

glucagon por las células alfa pancreaticas, que son sus vecinas (Figura 4).
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FIGURA 4. Mecanismo de la secrecién de la insulina y el papel hipotético del transportador de Zn
(ZnT-8) en la célula beta pancreatica. La acumulacién de zinc en las vesiculas se da durante el
proceso de maduracion, el almacenamiento y la secrecién. El complejo zinc insulina de las
vesiculas es un hexamero, formado por 2 iones de Zn*. El zinc también es un importante
componente en el mecanismo de secrecion de la insulina via accién autocrina, ademas modula la
funcién de células vecinas via interacciones paracrinas. Katp: Canal de K dependiente de ATP

El polimorfismo rs13266634 del gen SLC30A8, se encontré asociado con DT2 en
franceses, ingleses, estadounidenses, finlandeses, japoneses y coreanos (Sladek
y cols., Zeggini y cols., Saxena y cols., Scott y cols., y Horikoshi y cols., 2007; Lee
y cols., 2008). Sin embargo, existe otra publicacion con japoneses donde no
encuentra asociacién (Furukawa y cols., 2007). En afro-americanos y asiaticos
(Hong Kong y Corea) tampoco se asocia la variante a la DT2 (Lewis y cols., 2008).
Dentro de los nuevos SNPs asociados a la DT2 el SNP rs13266634 es el unico
que se encuentra en una regién codificante y es una variante no sinénima que se
encuentra en el exén 8. El cambio es una citosina (C) por una timina (T) por lo
tanto los genotipos que se observan son CC, CT y TT, y en la proteina conduce a
un cambio de arginina (R) por triptéfano (W) en el codén 325.

Straiger H y cols. (2007) asocia dicho polimorfismo con una disminucion en la
secrecion de insulina cuando los individuos poseen el alelo de riesgo C.

La variante de SLC30A8 no se asocié a una secrecion de insulina reducida

durante la prueba de tolerancia a la glucosa oral. Sin embargo, si se relacion6 a
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una baja conversion de proinsulina a insulina en alemanes (Kirchhoff y cols.,
2008).

2.6.3 Hematopoietically expressed homeobox/ Enzima degradadora de
insulina (HHEX / IDE)

HHEX

El gen HHEX (hematopoietically expressed homeobox) se localiza en el
cromosoma 10924, tiene 4 exones y una longitud de 5.7 kb (Morgutti M y cols.,
2001). Codifica para un factor de transcripcién (represor) de 270 aminoacidos. Se
expresa en linfocitos B, pero no en los linfocitos T. Se ha observado que HHEX se
expresa en el dominio celular endodérmico, la yema del higado y del pancreas,
después de la organogénesis. HHEX es esencial para el desarrollo hepatico y

pancreatico (Figura 5).
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FIGURA 5. Diagrama esquematico del desarrollo pancreatico en raton. Durante el desarrollo
pancreatico se requiere la expresion de varios factores de transcripcion en determinadas etapas.
En el dia 8 (e8) de gestacion, el epitelio del endodermo del tubo intestinal da origen al pancreas
ventral y dorsal, etapa donde participa HHEX (€9.5). En el e14 los primordios comienzan a
diferenciarse en las lineas celulares del endrocrino y exocrino y proliferan. En el dia 15, el
pancreas ventral y dorsal rotan, se fusionan y se forma un pancreas casi desarrollado para el dia
19, que contiene las células endocrinas organizadas en conjuntos de células aislados que se
condensan en un islote de Langerhans. Posteriormente sigue su maduraciéon de las células
endocrinas, y continua por 2-3 semanas después de su nacimiento.
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Existen estudios que sugieren su participacion en la diferenciacion y/o
mantenimiento del estado diferenciado del hepatocito (Tanaka y cols., 1999).

HHEX es blanco de la via de senalizacion de Wnt (Foley y cols., 2005).

IDE

El gen de la enzima degradadora de insulina (Insulin-degrading enzyme, IDE)
codifica para la enzima IDE también conocida como insulisina, y es una
metalopeptidasa que puede degradar varios péptidos, incluyendo la insulina y el
péptidos beta-amiloide.

Se sabe que si hay disminucion de la actividad de la IDE existe una acumulacién
en islote de polipéptido amiloide conocida como amilina, la cual ha mostrado
citotoxicidad en cultivos celulares de células beta pancreaticas (Bennett y cols.,
2003), ademas se ha observado que en ratéon knockout de IDE existe intolerancia

a la glucosa (Farris y cols., 2003).

Sladek y cols.,. (2007) identificaron los SNPs rs1111875 y rs7923837, como
variantes de susceptibilidad a la DT2. rs1111875 es un cambio de C por T, y sus
genotipos son CC, CT y TT. rs7923837 es un cambio de guanina (G) por una
adenina (A) por lo tanto los genotipos son GG, GA y AA. Dichas variantes estan en
desequilibrio de ligamiento con los genes IDE y HHEX, y estan ubicados entre
estos dos genes. En seguida esta asociaciéon fue confirmada en ingleses,
estadounidenses y finlandeses mediante estudio de asociacion de todo el genoma
(Zeggini y cols., 2007; Saxena y cols., 2007; y Scott y cols., 2007).

En estudios de asociaciéon caso control en daneses, holandeses, japoneses,
alemanes y coreanos también se reporté asociacion (Grarup y cols., 2007; van
Vliet-Ostaptchouk y cols., 2008; Furukawa y cols., 2008; Herder y cols., 2008; Lee
y cols., 2008). Sin embargo, en poblacién noruega, afro-americana, asiatica (Hong
Kong y Corea) no se encontré asociacion con la DT2 (Hertel y cols., 2008; Lewis y
cols., 2008; Ng y cols., 2008).
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Los alelos asociados a diabetes de HHEX/IDE se relacionan con una menor
funcion de la célula beta del pancreas, incluyendo sensibilidad a la glucosa en
poblacién alemana (Pascoe y cols., 2007). Las variantes en HHEX/IDE se asocian
a una secrecion de insulina reducida durante la prueba de tolerancia a la glucosa
oral (Kirchhoff y cols., 2008). Adicionalmente, Straiger y cols. (2007) estudiaron en
europeos blancos la asociacién de la sensibilidad y secrecién de la insulina con
ambos SNPs previamente reportados, encontrando que estos polimorfismos si
estan asociados a una disminucion de la secrecion en personas que poseen el

alelo de riesgo G para ambos SNPs.

2.6.4 Exostosina 2 (EXT2)

Exostosina 2 (Exostosin 2, EXT2) se localiza en el cromosoma 11 y codifica para
la proteina exostosina 2 (EXT2) que tiene 718 aminoacidos, con una masa
molecular de 82 kD. EXT2 modula la sefalizaciéon de hedgehog, via que se
encuentra involucrada en el desarrollo temprano del pancreas (Flores y cols.,
1997) y en la sintesis de la insulina (Thomas, 2000). Se localiza en el reticulo
endoplasmico. Ademas se ha observado que la exostosina 1 (EXT1), proteina que
pertenece a la familia de las exostosinas, y EXT2 se dimerizan permitiendo la

acumulaciéon de ambas proteinas en el aparato de Golgi.

Dentro de los 4 estudios de asociacion de todo el genoma publicados en el 2007,
solo Sladek y cols. (2007) reportaron asociacion entre tres SNPs del gen EXT2
(rs1113132, rs11037909 y rs3740878) y la DT2. En rs1113132 es un cambio de
una citosina (C) por guanina (G), rs11037909 cambia C por T y rs3740878 es un
cambio de A por G. No se ha podido mostrar dicha asociacion entre estos SNPs y
la DT2 en estudios realizados en poblaciones japonesa, afroamericana, alemana,
china e indios Pima (Horikoshi y cols., 2007; Omori y cols., 2008; Lewis y cols.,
2008; Herder y cols., 2008; Rong y cols., 2009). Los estudios antes citados han
incluido los tres SNPs y han observado que estan en un elevado desequilibrio de
ligamiento. La evaluacion de los SNPs rs1113132, rs11037909 y rs3740878 en el
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presente estudio se hizo sin conocer los resultados del resto de los estudios, pues
su diseno se baso en el de los franceses porque era el unico disponible en ese

entonces.

2.6.5L0OC387761

LOC387761 es un gen hipotético, recibe este nombre porque se desconoce a la
proteina que codifica. Este tipo de genes surgieron del proyecto del genoma
humano (IHGSC, 2003). A partir de estas secuencias, gracias a analisis
bioinformaticos se identificaron regiones que tienen caracteristicas de una region
codificante: marco de lectura abierto y de tamafio considerable, secuencia blanco
para llevar a cabo “splicing”, de la cual se obtiene una secuencia de mRNA y a su
vez una proteina. En base a este tipo de predicciones, el gen LOC387761

contiene 66 kb, su mRNA es de 684 b y la proteina de 277 aminoacidos.

Dentro del gen LOC387761 se ubico el SNP rs7480010, el cual se asocio a la DT2
en poblacién francesa por primera vez en un GWAS (Sladek y cols., 2007). No ha
sido asociado en los GWAS y en estudios de asociacién caso-control en diversas
poblaciones como inglesa, americana, finlandesa, japonesa, china e indios Pima
(Zeggini y cols., Saxena y cols., y Scott y cols., 2007; Omori y cols., 2008; Wu y
cols., 2008; Rong y cols., 2009). El estudio de SNP rs7480010 al igual que los
SNPs de EXT2 se encuentra dentro de los SNPs identificados por los franceses,

por ello se incluyo en el presente estudio.

Adicionalmente, en hispano-americanos la variante de LOC387761 se asocio a
una elevada liberacién de insulina en respuesta a estimulo con el alelo de riesgo
mostrando un efecto protector (Palmer y cols., 2008). En poblacion alemana no se

encontroé relacion entre el SNP y funcidn de la célula beta (Staiger y cols., 2007).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, la diabetes tipo 2 es una de las principales de muerte en México.
Con base a estudios genéticos se sabe de la elevada heredabilidad genética de la
diabetes tipo 2 en la poblacibn mexicana. Recientemente, los estudios de
asociacion del genoma completo en caucasicos han descrito nuevos genes
asociados a la diabetes tipo 2. Sin embargo, se sabe que la participacion de los
genes varia entre las diversas poblaciones. Por lo tanto, es importante evaluar

estos nuevos genes asociados a la diabetes tipo 2 en la poblacion mexicana.
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4. HIPOTESIS

Diversos estudios muestran la participacion de los SNPs en la susceptibilidad a
desarrollar la DT2, siendo la poblacion mexicana una de las poblaciones con mas
prevalencia en el mundo de DT2 y que presenta una fuerte historia familiar de DT2
es probable que los SNPs, producto del primer estudio de asociacién de todo el
genoma (Sladek y cols., 2007) rs7903146, rs13266634, rs1111875, rs7923837,
rs7480010, rs3740878, rs11037909 y rs1113132, presenten de igual manera

asociacion a la DT2 en la poblacion mexicana.

Dada la participacion del gen SCL30A8 (ZnT-8) en la secrecion de insulina y la
elevada prevalencia de diabéticos tipo 2 de inicio temprano que presentan falla
secretora de insulina (Aguilar-Salinas y cols., 2001), es probable que existan otros
SNPs adicionalmente al rs13266634 dentro del gen SLC30A8 que se asocien a la
DT2 en poblacion mexicana.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la asociacion de los SNPs rs7903146, rs13266634, rs1111875,
rs7923837, rs7480010, rs3740878, rs11037909 y rs1113132, asi como SNPs no
descritos de la region codificante de SLC30A8 en poblacion mexicana, que
corresponden a genes previamente reportados como factores de riesgo en el

desarrollo de la DT2.
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5.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Conocer si los SNPs rs7903146, rs13266634, rs1111875, rs7923837,
rs7480010, rs3740878, rs11037909 y rs1113132 se asocian a los parametros
bioquimicos, que pueda indicar una posible mecanismo en el desarrollo de la

susceptibilidad a la DT2.

o Evaluar las frecuencias de los alelos de riesgo de los SNPs a estudiar en

indigenas.

o Estudiar si la suma de los alelos de riesgo de los SNPs a estudiar tiene algun

impacto sobre la DT2.

o Realizar estudios de expresion de los genes que se haya encontrado

asociacion a la DT2 siempre y cuando no haya informacion ya disponible.
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6. MATERIAL Y METODO

6.1 PARTICIPANTES DEL ESTUDIO

Los individuos que participaron en el presente estudio firmaron una carta de
consentimiento informado (ver anexo). Se les aplicd un cuestionario para conocer

sus datos generales y registrar sus datos antropométricos.

PACIENTES

Los diabéticos captados fueron seleccionados en base a los siguientes criterios:

e Criterios de inclusién
- Pacientes con DT2 mexicanos de al menos tres generaciones (Glucosa
>126 mg/dL)

- Sujetos no relacionados

e Criterios de exclusion
- Diabéticos tipo |

- Diabéticos de otros tipos especificos

CONTROLES

Para la selecciéon de los controles es decir sujetos sin DT2 se tomaron los

siguientes criterios:

¢ Individuos mexicanos en al menos tres generaciones, mayores de 45 afos de
edad

e Con niveles de glucosa<100 mg/dL

e Sin antecedentes heredo familiares de DT2

e Sujetos no relacionados
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Tamafo de la muestra

Se utilizd el programa QUANTO para determinar el tamafio de muestra adecuado

para realizar el presente estudio, considerando lo siguiente;

+ Tipo de estudio: para una enfermedad y caso control, asi como la relacion
entre caso y controles que se desee manejar (2:1)

Modelo de genético: Dominante, recesivo y aditivo.

Frecuencia alélica: frecuencia el SNPs a estudiar

Poder estadistico: 80%

Nivel de significancia: 5 %

* 6 o o

Tabla 3. Determinacion del tamano de la muestra bajo el modelo aditivo.

SNPs Frecuencia N N
alelo riesgo diabéticos controles
rs7903146 0.15 763 382
rs13266634 0.75 947 474
rs1111875 0.59 726 363
rs7480010 0.76 606 303
rs3740878 0.42 1442 721
3-4 alelos de riesgo 0.73 222 113
5-6 alelos de riesgo 0.82 237 121
7-8 alelos de riesgo 0.54 353 180

Los datos fueron calculados considerando las frecuencias del alelo de riesgo y el riesgo relativo obtenido del

presente trabajo y una prevalencia de DT2 del 10%. P del poder estadistico con el tamafio de muestra

obtenida en el presente trabajo.

MESTIZOS (Controles y diabéticos)

Individuos que hayan nacido en México cuyos padres y abuelos se identifiquen por

Si mismos como mestizos mexicanos.
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INDIGENAS

Sujetos no relacionados que se reconozcan por si mismos como indigenas. Que
hablen su lengua nativa, conserven sus costumbres y tradiciones de su origen. El
estudio incluyo 25 Yaquis del estado de Sonora, 25 Mazahuas del estado de
México, 25 Teneek del estado de San Luis Potosi y 25 Purépechas del estado de

Michoacan.

6.2 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Se realizd la determinacion de glucosa, colesterol y triglicéridos por los métodos

estandarizados colorimétricos (Stanbio Laboratory Boerne).

6.3 DETERMINACION HORMONALES

La cuantificacion de las hormonas como la insulina asi como el péptido C se

realiz6 mediante radioinmunoanalisis (Diagnostic Products Corporation).

6.4 EXTRACCION DE DNA

La extraccion y cuantificacion de DNA gendmico (DNAg) de leucocitos de
pacientes con DT2, controles e indigenas se realiz6 mediante el kit MasterPure
Complete DNA&RNA Purification de EPICENTRE Biotechnologies.

1) Se colocaron 200 pL de sangre en un tubo de reaccion de 2.0 mL.

2) Se anadi6é 600 uL del reactivo Red Cell Lysis Solution, para mezclar los tubos
se invirtieron 3 veces, posteriormente se golpeo el fondo del tubo para
suspender cualquier remanente.

3) Seincubd 10 min a temperatura ambiente,

4) Se centrifugo por 25 seg a 13,000 rpm para formar el boton de leucocito.

5) Se removio la mayor parte de sobrenadante, dejando aproximadamente 25 L

de liquido. Se suspendié el botdn con ayuda del vortex.

38



6) Se resuspendieron los leucocitos en 300 pL de Tissue and Cell Lysis Solution,
pipeteando las células arriba y abajo varias veces.

7) Se incubaron en hielo las células por 3-5 minutos.

8) Posteriormente se afadieron 150 uyL de MPC Protein Precipitation Reagent a
los 300 uL de la muestra lisada, se agitdé vigorosamente con vortex por 10
segundos.

9) Las muestras fueron centrifugadas durante 10 minutos a 10, 000 rpm en una
microcentrifuga. En caso de que el boton estuviera claro, pequefio o no
hubiera, se agrego 25 uL de MPC Protein Precipitation Reagent, se mezclo y
nuevamente se centrifugo.

10)El sobrenadante se transfirid a un tubo limpio y se deseché el botén.

11)Se afiadieron 500 uL de isopropanol al sobrenadante. Se invirtieron los tubos
varias veces (30-40 veces).

12)Se centrifugd 4° C por 10 minutos en una microcentrifuga para precipitar el
DNA.

13)Cuidadosamente se elimind el isopropanol sin despegar el botén de DNA.

14) Se lavo el DNA dos veces con etanol al 75% frio.

15)Se centrifugé 30 segundos a 10, 000 rpm para fijar el botén en el fondo del
tubo y poder remover los residuos de etanol con pipeta.

16) Se resuspendié el DNA en 10-35 uL de TE Buffer.

6.5 GENOTIPIFICACION

Se realizd un escaneo rapido mediante la genotipificacion (determinacién del
genotipo de los SNPs) de ocho nuevos polimorfismos previamente asociados a la
DT2 mediante un GWAS (Nature 2007; 445: 881-885).

La genotipificacidon se llevd a cabo mediante el ensayo KASPar realizado por la
companiia Inglesa KBiosciences (Hertdforshire, UK), el cual es un sistema de
genotipificacion que emplea fluorescencia para discriminar un alelo del otro,
utilizando dos oligos sentido que compiten porque son alelo especifico marcados

con fluoroforos diferentes y un oligo reverse.
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Para ello las muestras se procesaron de la siguiente manera:

1) Se realiz6 la cuantificacion del DNA por espectrofotometria.
2) En base a la concentracion obtenida, se diluyeron las muestras de DNAg

una concentracion de 10 ng/uL.

El 10 % de las muestras se analizaron por duplicado para confirmar los datos

obtenidos.

6.6 SECUENCIACION

El SNP rs13266634 (R325W) del gen SLC30A8 corresponde a un cambio no
sinénimo, siendo el unico SNP que se localiza en una regién codificante de los
ocho SNPs que surgieron del primer GWA del 2007. En base a lo anterior se eligio
este gen para secuenciar toda la region codificante de SLC30A8, con el fin de
conocer si existen otros SNPs involucrados en la susceptibilidad al desarrollo de la
DT2 en pacientes mexicanos. Adicionalmente, se consider6 como un buen gen
candidato, debido a que codifica para la proteina transportadora de zinc implicada
en el influjo de zinc en las vesiculas que almacenan insulina, el cual es esencial

para el almacenamiento de la insulina.

Se llevo a cabo la secuenciacion de la region codificante de SLC30A8 con el fin de
conocer la presencia de SNPs en diabéticos de inicio temprano (edad de
diagndstico<45 afos), esto se consider6 como prueba piloto por ello solo se
emplearon 25 sujetos con DT2 tomados al azar (12 hombres y 13 mujeres). Para

lo cual se realizo lo siguiente:

1) Se disefiaron los oligonucled6tidos empleando el programa FastPCR version
6.0. para la amplificacion de los 8 exones del gen SLC30A8 ( NC000008).
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2) Se estandarizaron las condiciones para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para los 8 exones.
Se empled un programa general de PCR, donde solo varia la temperatura

de alineacion que depende del par de oligos empleado para cada exon.

Programa general de PCR:
94°C 2min
94 °C 30seg
X*°C 30seg L 39 Ciclos
72°C 30seg

72°C 7 min
4°C o0

X=Representa el valor de Tm segun el producto de PCR por amplificar.

Tabla 4. Tamano de los fragmentos de los 8 exones de SLC30A8 y
condiciones de Tm empleadas.

Exoén Tamano Tm
producto PCR (9]
Ex6n 1 237 59
Ex6n 2 340 60
Ex6n 3 265 60
Ex6n 4 331 60
Ex6én 5 346 59.5
Ex6n 6 566 59.5
Ex6n 7 323 59.5
Ex6n 8 267 62

3) Se amplificaron los 8 exones utilizando el kit de Epicentre (MasterAmp High
Fidelity Extra-Long PCR Kit de Epicentre Technologies).
4) Se realizé la purificacion de los productos de PCR con el kit GeneClean
Turbo for PCR de la casa comercial Q-BIOgene.
4.1) Se anadio 5 volumenes de GENECLEAN Turbo for PCR Salt Solution
por cada volumen de PCR obtenido, se mezclo.
4.2) Se transfirid la mezcla a la columna ensamblada con el tubo colector
de 2 mL.
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4.3) Se centrifugé a 13, 000 rpm por 15 segundos.

4.4) Se adicioné 300 pL de la solucion preparada GENECLEAN Turbo for
PCR Wash.

4.5) Se centrifugd a <13, 000 x g por 15 segundos.

4.6) Se descarto el filtrado y se centrifug6 la columna GENECLEAN turbo
for PCR a 13, 000 rpm por 4 minutos para eliminar el resto de la
solucion de lavado de la columna.

4.7) Se coloco la columna en un tubo limpio.

4.8) Se afiadié 30 pyL de GENECLEAN Turbo for PCR Elution Solution o
agua, directamente sobre la membrana y se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente.

4.9) Se centrifugd a 13, 000 rpm por 30 segundos, para obtener finalmente
el DNA purificado.

5) Se llevo a cabo la secuenciacion de los 8 exones del gen SLC30A8. En la
reaccion de secuenciacion se emplearon dos diferentes estrategias debido a
que los fragmentos a secuenciar tenian diferentes longitudes (237-566 pb).
Para los fragmentos menores de 260 pb se empleo el protocolo de Big Dye
terminator v1.1 y el Big Dye terminator v3.1 para productos mayores a 260 pb

(Applied Biosystems).

A partir de los productos de PCR purificados se prepard la reaccién de

secuenciacion como a continuacion se muestra:

Reactivo Volumen (uL)
Big-Dye v1.1 0 v3.1 1.0
Primer (F 6 R) 1.0
Buffer 5X 3.5
H.O 12.5
Producto purificado 2
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Empleando el siguiente programa en el termociclador:

96 °C 30 seg

95 °C 30 seg

50 °C 10 seg 25 Ciclos
60 °C 4 min

72 °C 1 min

4°C o0

Posteriormente se purificé la reaccion de secuenciacidn empleando las

columnas Centri-sep de Princeton Separation.

5.1) Se hidrataron las columnas de Centri-sep con 750 uL con agua inyectable,
invirtiendo varias veces y mezclando con vortex para eliminar las burbujas
de aire. Se almacenaron en el refrigerador por 2 horas.

5.2) Se coloco la columna (Centri-sep) en un tubo colector de 2 ml, quitando el
tapon inferior para eliminar el agua de la columna.

5.3) Se centrifugd a 3,000 rpm por 2 minutos, para eliminar el agua.

5.4) Se coloco la columna (Centri-sep) en un tubo de reaccién de 1.5 mL y se
adiciono6 la muestra en el centro de la membrana.

5.5) Se centrifugé a 3,000 rpm por 1 minuto.

5.6) Se secdé de la muestra en el concentrador DNA por 30 minutos

aproximadamente.

6) Se realizé la lectura de los fragmentos generados en la reaccion de
secuenciacion con el secuenciador 3130xI Genetic Analizer de Applied
Biosystems. Para ello las muestras secas se resuspendieron en 15 uL de
formamida ultrapura (Applied Biosystems), se incubd por 15 minutos. Se
pasaron las muestras a la gradilla de secuenciacién, se desnaturalizaron las
muestras a 95° C por 2 minutos seguido de choque térmico metiéndolas en

hielo. De esta manera las muestras estan listas para su lectura.
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7) Se analizaron los electroferogramas obtenidos mediante el programa

SeqScape v2.6 de Applied Biosystems.

6.7 EXPRESION DE LOC387761

En base a la relacidon que se encontré en el gen hipotético LOC387761 con la DT2
en poblacion mexicana en el presente estudio, se decidid realizar una busqueda
de la expresién del gen en diferentes tejidos. Para lo cual se disefaron 3
diferentes oligos para la amplificacién del mRNA de la secuencia XM_373495.4,
los cuales abarcaron todo el mRNA y la segunda mitad del mRNA. El ensayo de
expresion parti6 de cDNA de humano del kit Human MTC Panel de Clontech
Laboratories, el cual contiene cDNA de los siguientes tejidos: corazon, cerebro,
placenta, pulmon, higado, musculo esquelético, rindn y pancreas.

En el ensayo se emplearon los oligos para amplificar los dos fragmentos diferentes
del gen LOC387761 (inicio del exén 2 al exén 7 y el final del exéon 2 al exon 7).

Ademas, se incluy6 a B-actina como gen constitutivo.

Mezcla de reaccion para los genes f-actinay LOC387761.:

Reactivo Volumen (uL)
cDNA 5
Buffer 1
dNTP’s 0.5
Oligo forward 0.25
Oligo reverse 0.25
Agua 3.0

Taq Polimerasa 0.30
(Promega)
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Oligos empleados:

Gen Oligo forward Oligo reverse

p-actina GATGATGATATCGCCGCGCTCGTC | GTCCATCACGATGCCAGTGGTACG

GAGTTCCGAAAATTTGCCGTTGGT

LOC387761 TGCTTAAAGGACAAACCACCACCT
CACAGGCATTTTCATGCTGAGGA

Programa de PCR:
75° C 1 min

Se adiciona la Taq polimerasa

95°C 1 min
95°C 30 seg

_ 25 ciclos*
60° C* 0 61°** 1 min 40 ciclos**
72°C 1 min
72°C 3 min * f-actina
4°C *[ OC387761
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se hizo utilizando el programa SPSS 15.0. Para el estudio
de asociacion se aplico la prueba de regresion logistica lineal. La comparacion de
las frecuencias alélicas entre los grupos indigenas y los mestizos sanos se llevo a
cabo con la prueba ji-cuadrada. En la comparacion de parametros bioquimicos y
antropomeétricos se realizd con un modelo general lineal univariado ajustando por
género, edad e IMC. Los valores de insulina y aquellos que no tenian una
distribucién normal fueron transformados con logaritmo base 10. El modelo aditivo
compara los tres genotipos asignandole mas valor a los homocigotos que a los
heterocigotos con el alelo de riesgo. Mientras que el modelo dominante agrupa a
los homocigotos y heterocigotos con el alelo de riesgo en un solo grupo sin
diferenciarlos y los compara con el otro homocigoto (sin el alelo de riesgo).

El desequilibrio de ligamiento para los 3 SNP de EXT2 se realizé con el programa
Haploview version 4.1. El tamafio de la muestra se calcul6 con el programa
Quanto. Se utilizé la prueba de X? para evaluar la suma de los alelos de riesgo de
los SNPs analizados. El analisis se realizé agrupando por el numero de alelos de
riesgo de la siguiente manera 0-2 alelos, 3-4 alelos, 5-6 alelos y 7-8 alelos debido

a que el numero de individuos con 0, 1y 2 es muy reducido.
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7. RESULTADOS

Los datos obtenidos de las determinaciones bioquimicas y de las mediciones
antropomeétricas de los DT2 y controles se resumen en la tabla 5, observandose
diferencias en los parametros bioquimicos entre los diabéticos y controles. Es
interesante ver como dentro del grupo de los diabéticos, los de inicio temprano y
tardio tienen particularmente diferencias significativas de concentraciones de
glucosa. Por lo observado en el presente trabajo y reportes de otros estudios
(Frayling y cols., 2003; Flavell y cols., 2005; Villareal-Molina y cols., 2008) que
muestran estas diferencias entre los diabéticos de inicio temprano y tardio, surge
el interés de evaluar la asociacidn genética en todos los diabéticos y
estratificandolos por edad de diagndstico, considerando un edad de corte de 45

anos.

Tabla 5. Datos bioquimicos y antropométricos de los DT2 y los controles del

estudio.
DT2 DT2

DT2 TEMPRANO  TARDIO CONTROL P P
N 455 276 179 234 - -
Hombres 147 92 55 78 - -
Mujeres 308 184 124 156 - -
Bdadde 43711196  355:647  55.248.01 - - -
diagndstico
IMC 28.5+4.99 28.5+5.24 28.5+4.58 26.8+3.82 2.1x107  6.7x10"%
%‘éﬁé’f? 189.9+89.80  200.2+95.89 174.7t77.46  86.9:t9.17  1.4x10%"  8.2x10°"
?;53}_‘?0' 203.1+48.97  200.5+50.20 207.2+47.02  213.4+46.23 0.006 9.1x10°
(Trgg'/gf)r Idos 994 14203.27 2292419567 216.64215.0 161.1¢80.86  1.0x10°  1.9x10%%
Insulina 17.9+32.64 17.4+26.21 18.8+40.28 10.5+9.37 6.6x10°  6.0x107
(mUl/mL)
Péptido C 6.17+12.99 5.1+13.23 8.5+12.21 1.94+1.62 0.005 3.0x107%€
(ng/mL)

Los datos reportados representan la mediatdesviacion estandar. El valor de P fue obtenido mediante la
prueba de Mann-Whitney U comparando los DT2 vs controles. *Diferencia entre los controles y DT2 de inicio
temprano; controles y DT2 de inicio tardio; y DT2 de inicio temprano y DT2 de inicio tardio. € Diferencia entre
los controles y DT2 de inicio temprano e inicio tardio. ¥ Diferencia entre los controles y DT2 de inicio
temprano.
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A continuacion se muestran los resultados de los analisis de asociacion que
presentan un poder estadistico de 0.31-0.62 para cada SNP.

En la tabla 6 se observan las frecuencias genotipicas y los datos de la asociacién
de rs7903146 de TCF7L2 en la poblacion mexicana estudiada. El analisis de
asociacion de este SNP muestra que no existe asociaciéon a la DT2 en todos los
diabéticos o los diabéticos de inicio tardio. Sin embargo, se observa una

asociacion nominal en los diabéticos de inicio temprano (P=0.057; OR=1.775).

Tabla 6. Asociacion del SNP rs7903146 de TCF7L2 en poblacion mexicana.

Genotipo Aditivo Dominante
OR OR
cC cr T P (Cl 95%) P (CI 95%)
162 69 2 1.242 1621
TODOSDT2 595y  (206) (0.9) 9382  (07642.021) 909 (09352810
DT2INICIO 114 51 2 0,245 1.350 0.057 1775
TEMPRANO  (68.3) (30.5) (1.2) (0.814-2.239) (0.992-3.155)
DT2 INICIO 48 18 0.955 1.265
TARDIO 727) (@73 ° 0890  (0.499-1.828) 9°°0 (0 586-2.734)
CONTROL 79 19 6

(76.0)  (18.3) (5.8)

Datos de genotipo y el porcentaje entre paréntesis. El analisis se realizé por regresién logistica multinomial
ajustando por género e IMC. El analisis para rs7903146 solo contempla los sujetos recolectados en el Hospital
Juarez de México, debido a que el resto de las muestras ya habian sido analizadas para este SNP por otro
laboratorio.

En la tabla 7 se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas para los grupos
indigenas y mestizos sanos, no observandose diferencias estadisticamente
significativas entre las frecuencias alélicas de rs7903146 de los grupos indigenas
y los mestizos. El homocigoto (TT) para el alelo de riesgo no esta presente en los

indigenas.
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Tabla 7. Distribucion del SNP rs7903146 en los grupos indigenas y mestizos.

Grupo Genotipo Alelo P
CcC CT TT C T
Teenek 18 (78.3) 5(21.7) 0 41 (89.1) 6 (10.9) 0.49
Purépecha 16 (76.2) 5(23.8) 0 37 (88.1) 5(11.9) 0.63
Mazahua 20 (83.3) 4(16.7) 0 44 (91.7) 4 (8.3) 0.24
Yaqui 8 (80.0) 2 (20.0) 0 18 (90.0) 2 (10.0) 0.75
Mestizo 79(76.0) 19 (18.3) 6 (5.8) 177 (85.1) 31 (14.9)

Frecuencias genotipicas y alélicas, entre paréntesis es el porcentaje. El valor de P fue obtenido mediante una
X2 al comparar las frecuencias alélicas de los grupos indigenas y los mestizos sanos.

Con el fin de conocer algun efecto de los SNPs sobre los parametros bioquimicos,
IMC y en caso de los diabéticos la edad de diagnéstico. Cada grupo por separado
(diabéticos y controles) se compararon los promedios de dichos parametros entre
los genotipos. Las tablas que se muestran solo corresponden a los controles, las
tablas de diabéticos no se muestran porque no se observa diferencia significativa.
El efecto de los SNPs sobre los parametros bioquimicos e IMC puede observarse
mejor en los controles porque los diabéticos se encuentran bajo tratamiento. La
tabla 8 muestra que ninguno de los parametros estudiados son afectados por el
SNP rs7903146.

Tabla 8. Parametros bioquimicos e IMC con el SNP rs7903146.

Glucosa Colesterol Triglicéridos Insulina IMC
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mUl/mL) (Kg/m?)
CTT 83.6+10.58 204.0+£25.87 145.2+60.17 4.3+2.17 26.4+2.10
cC 87.619.92 210.3+43.64 164.6+100.90 4.94+2.16 26.2+3.59
P 0.067 0.475 0.463 0.624 0.475
cC 87.6+9.92 210.3243.64 168.3£103.94 4.942.16 26.7+3.74
CT 82.3+10.28 207.4+40.52 151.3+88.96 4.242.39 25.6+2.95
TT 88.2+8.65 204.04+25.87 145.3160.17 4.841.53 26.4+2.10
P 0.066 0.708 0.516 0.849 0.430

Los datos representan la mediatDE. Los valores de P son de un modelo general lineal univarido ajustando por
género, edad e IMC.
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Las frecuencias genotipicas y los datos de asociacion del SNP rs13266634 de
SLC30A8 se encuentran en la tabla 9. Se observa que no hay asociacién del SNP
y la DT2. La tabla 10 muestra las frecuencias alélicas y genotipicas de los grupos
indigenas y los mestizos sanos. Los Teeneks, Purépechas y Mazahuas tienen
frecuencias alélicas similares a los mestizos, mientras que los Yaquis presentan

una mayor frecuencia del alelo C en comparacion con los mestizos.

Tabla 9. Asociaciéon del SNP rs13266634 de SLC30A8 en poblacion mexicana.

Genotipo Aditivo Dominante
OR OR

cC cT T P (Cl 95%) P (C1 95%)

240 169 25 1007 1.270
TODOSDT2 2% deo e 0%l gzgpiaen 949 (0es62526)
DT2 INICIO 150 101 12 oo 1.066 0. 286 1557
TEMPRANO  (57.0) (384) (46) (0.783-1.453) O (0.690-3.513)
DT2 INICIO 90 69 13 0.924 0.926
TARDIO 523)  (40.1) (76) 902 (0ee1-1201) 985 (0411-2.087)

122 81 15

CONTROL (56.0) (372)  (6.9)

Datos de genotipo y entre paréntesis el porcentaje correspondiente. El analisis se realizd por regresion
logistica multinomial ajustando por género e IMC.

Tabla 10. Distribucion del SNP rs13266634 en grupos indigenas y mestizos.

Grupo Genotipo Alelo P
ccC CT TT C T
Teenek 13(61.9) 8(38.1) 0 34 (81.0) 8 (19.0) 0.32
Purépecha 11(55.0) 9(45.0) 0 31 (77.5) 9 (22.5) 0.63
Mazahua 10(40.0) 14 (56.0) 1(4.0) 34 (68.0) 16 (32.0) 0.35
Yaqui 10 (90.9) 1(9.1) 0 21 (95.5) 1(4.5) 0.02
Mestizo 122 (56.0) 81(37.2) 15(6.9) 325(74.5) 111(25.5)

Frecuencia genotipicas y alélicas, el porcentaje entre paréntesis. El valor P fue obtenido mediante una x* al
comparar las frecuencias de los grupos indigenas y los mestizos sanos.
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Los parametros bioquimicos e IMC en los mestizos sanos de acuerdo al genotipo
de rs13266634 se observan en la tabla 11. EI SNP rs13266634 no afecta los

parametros bioquimicos e IMC en poblacion mexicana.

Tabla 11. Parametros bioquimicos e IMC con el SNP rs13266634.

Glucosa Colesterol Triglicéridos Insulina IMC
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mUl/mL) (Kg/m?)
CC/ICT 83.9+7.11 210.1+45.66 162.1+£78.72 7.61£2.14 26.9+3.86
TT 87.1£8.72 206.8+55.48 132.8+85.51 7.6+2.41 25.942.75
P 0.417 0.496 0.251 0.696 0.221
CcC 86.7+9.92 212.3+46.19 156.4+72.44 7.7+2.06 26.7+3.47
CT 87.5+7.97 207.0+45.00 170.2+86.92 7.4x2.77 27.344.35
TT 83.8+7.11 206.8+55.48 132.8+85.51 7.6+2.41 25.942.75
P 0.654 0.582 0.311 0.768 0.232

Los datos representan la mediatDE. Los valores de P son de un modelo general lineal univarido ajustando por
género, edad e IMC.

En la regidn ligada a los genes HHEX/IDE se reportaron dos SNPs asociados a la
DT2: rs1111875 y rs7923837. Sin embargo, el ensayo para rs7923837 no pudo
ser validado, por ello solo se presentan los resultados para rs1111875. En la tabla
12 se muestran las frecuencias genotipicas y los valores de asociacién del SNP
rs1111875 de HHEX/IDE, donde se observa que este SNP no contribuye con la
susceptibilidad de la DT2 en poblacion mexicana.

Al analizar la edad de diagndstico entre los 3 genotipos de rs1111875 en los
diabéticos, se observd en los sujetos con el alelo G tienen una edad de inicio
menor en comparacion con los que presentan el alelo C (42 afios de edad,
P=0.046). Realizandose un nuevo analisis de asociacion considerando inicio
temprano, diabéticos igual o menor de 42 afos de edad, pero no se observo

asociacion (P=0.169).
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Tabla 12. Asociacion del SNP rs1111875 de HHEX/IDE en poblacion mexicana.

Genotipo Aditivo Dominante
OR OR
cC cT I P (Cl 95%) P (Cl 95%)
168 205 60 1121 1888
TODOSDT2  388)  (47.3) (139) 2367 (0875-1436) 947 (0.741-1.904)
DT2 INICIO 108 127 29 .o 1253 0110 1.569
TEMPRANO  (40.9) (48.1) (11.0) 2% (0.947-1658) © (0.903-2.728)
DT2 INICIO 61 78 31 0.966 1187
TARDIO 359) (459) (182) 98%% (071343100 999 (0677-2.082)
75 104 35
CONTROL 350y  (486) (16.4)

Datos de genotipo y entre paréntesis el porcentaje correspondiente. El analisis se realizé por regresion

logistica multinomial ajustando por género e IMC.

Las frecuencias alélicas, genotipicas y el valor de P al comparar las frecuencias
alélicas de los grupos indigenas y los mestizos se muestran en la tabla 13. Los
grupos indigenas y los mestizos no difieren significativamente en las frecuencias
alélicas de rs1111875.

Tabla 13. Distribucion del SNP rs1111875 en grupos indigenas y mestizos.

Grupo Genotipo Alelo P
CcC CT TT C T
Teenek 8 (33.3) 13 (54.2) 3(12.5) 29 (60.4) 19 (39.6) 0.85
Purépecha 7 (35.0) 11 (55.0) 2(10.0) 25 (62.5) 15 (37.5) 0.67
Mazahua 11 (44.0) 12 (48) 2(8.0) 34 (68.0) 16 (32.0) 0.22
Yaqui 2(22.2) 4 (44.4) 3(33.3) 8 (44.4) 10 (55.6) 0.21
Mestizo 75 (35.0) 104 (48.6) 35(16.4) 254 (59.3) 174 (40.7)

Frecuencias genotipicas y alélicas, entre paréntesis corresponde al porcentaje. El valor de P fue obtenido
mediante una x° al comparar las frecuencias alélicas de los grupos indigenas y los mestizos sanos.

Los parametros bioquimicos e IMC de sujetos sanos de acuerdo al genotipo de
rs1111875 se encuentran en la tabla 14. La concentracion de glucosa y colesterol

parecen estar afectados por rs1111875, a pesar de no tener asociacion con la
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DT2. Es necesario aumentar el tamafo de la muestra para descartar su

participacion en la susceptibilidad a la DT2.

Tabla 14. Parametros bioquimicos e IMC con el SNP rs1111875.

Glucosa Colesterol Triglicéridos Insulina IMC
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mUl/mL) (Kg/m?)
CC/ICT 87.5+8.25 214.9+43.11 159.5+74.96 7.5+2.38 26.9+3.91
TT 82.649.89 193.0146.65 145.31£79.96 7.842.00 26.94+3.30
P 0.003 0.012 0.302 0.661 0.884
CcC 88.618.6 215.3+39.84 157.2+67.66 7.3+2.37 26.7+3.91
CT 86.6+7.88 214.7+45.42 161.2+80.23 7.6+2.40 27.1+£3.92
TT 82.649.89 193.0146.65 145.4179.24 7.842.00 26.94+3.30
P 0.004 0.035 0.578 0.881 0.816

Los datos representan la mediatDE. Los valores de P son de un modelo general lineal univarido ajustando por

género, edad e IMC.

En la tabla 15 se observan las frecuencias genotipicas y los valores de

significancia de la asociacion de rs7480010 en la poblacion mexicana estudiada.
Se encontré asociacion entre el SNP de LOC387761 rs7480010 y la DT2 en
(P=0.019, OR=0.702 [0.523-0.944]). Al hacer el analisis de asociacién por

separando a los diabéticos de acuerdo a la edad de diagndstico se observd

asociacion en los dos grupos, siendo mas fuerte la significancia de la asociacion

en los diabéticos de inicio tardio que en los de inicio temprano (P=0.007, P=0.020,

respectivamente).
Tabla 15. Asociacion del SNP rs7480010 de LOC387761.

Genotipo Aditivo Dominante
OR OR
AA AG GG P (Cl 95%) P (Cl 95%)
300 125 16 1429 1594
TODOSDT2 681y  (283) 36) 2019 (10541936 0994 (1.113-2.283)
DT2 INICIO 178 80 9 0057 1.230 0,020 1.365
TEMPRANO  (66.7) (30.0)  (3.4) : (0.828-1.827) (0.872-2.135)
DT2INICIO 123 45 7 1581 1829
TARDIO 703)  (257) (4.0) 9922 (10e8-2340) 9997 (1162:2.878)
121 90 8
CONTROL 553y 41.1) (3.7)

Datos de genotipo y entre paréntesis el porcentaje correspondiente. El andlisis se realizé por regresion

logistica multinomial ajustando por género e IMC.
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En la siguiente tabla se muestra las frecuencias alélicas, genotipicas y el valor de
P al comparar las frecuencias alélicas de los grupos indigenas y los mestizos
sanos del SNP rs7480010. Los Teneeks y Mazahuas tienen frecuencias
significativamente mayores del alelo de riesgo G que los mestizos (91.7% vy
98.0%).

Tabla 16. Distribucion del SNP rs7480010 en grupos indigenas y mestizos.

Grupo Genotipo Alelo P
AA AG GG A G
Teenek 20 (83.3) 4 (16.7) 0 44 (91.7) 4 (8.3) 0.018
Purépecha 15 (71.4) 5 (23.8) 1(4.8) 35(83.3) 7 (16.7) 0.33
Mazahua 24 (96.0) 1(4.0) 0 49 (98.0) 1(2.0) 0.0005
Yaqui 9 (60.0) 4(26.7) 2(13.3) 22(73.3) 8(26.7) 0.65
Mestizo 121(55.3) 90 (41.1)  8(3.7) 332(75.8) 106 (24.2)

Frecuencias ge2not|'picas y alélicas, entre paréntesis corresponde al porcentaje. El valor de P fue obtenido
mediante una x“ al comparar las frecuencias alélicas de los grupos indigenas y los mestizos sanos.

El SNP rs7480010 se relacion6 con los parametros bioquimicos (Tabla17) tales
como colesterol, triglicéridos e insulina. Los sujetos con el genotipo AA presentan
concentraciones mas elevadas de colesterol y triglicéridos que los individuos con
genotipos GA y GG (P=0.013 y P=0.027, respectivamente, datos no mostrados en
la tabla). En la insulina los individuos con el genotipo AA tienen concentraciones
mas bajos que los individuos con genotipo GA o GG. Al estratificar al grupo de los
diabéticos por genotipo, se observd diferencia significativa en el IMC entre los
genotipos. Los diabéticos con genotipo AA y AG tienen mayor IMC 28.7 Kg/m? y
28.3 Kg/m? que los individuos con GG 25.0 Kg/m?.
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Tabla 17. Parametros bioquimicos e IMC con el SNP rs7480010 de LOC38776.

Glucosa Colesterol Triglicéridos Insulina IMC
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mUl/mL) (Kg/m?)
AG/AA 86.7+8.73 212.6+46.0 153.5+69.35 7.5+2.10 26.8+3.86
GG 88.3+12.11 200.2+27.22 146.33+118.1 14.6+1.98 27.842.13
P 0.759 0.517 0.704 0.029 0.155
AA 86.9+8.83 219.8+47.66 166.6+£76.70 7.9+2.05 27.1£3.76
AG 86.0+8.61 202.3+41.72 139.8+62.44 7.1£2.15 26.8+3.98
GG 88.3+12.11 200.2427.22 146.3+118.14 14.6+1.98 27.8+2.13
P 0.772 0.046 0.054 0.097 0.146

Los datos representan la mediazDE. Los valores de P son de un modelo general lineal univarido ajustando por

género, edad e IMC.

Con base en los resultados de asociacion con la DT2 y su relacion con los

parametros bioquimicos se realizd una busqueda de la expresion del gen
LOC387761 en el kit Human MTC Panel (Clontech Laboratories) que contiene

cDNA de humano de los siguientes tejidos: higado, rifidn, intestino, pancreas,

placenta, musculo esquelético y pulmén. La expresion del gen LOC387761 en los

8 tejidos empleados no se pudo identificar, se utilizd el gen constitutivo g-actina

como control positivo del ensayo (Figura 6y 7).

Figura 6. Expresion de LOC387761.

1234567891011

517 pb
338 pb
No se observd
amplificacion

Marcador de tamafio (pb); 2. Corazon; 3 Cerebro.; 4. Placenta; 5. Pulmon; 6. Higado; 7. Masculo

esquelético; 8. Rindn; 9. Pancreas; 10. Control Positivo; 11. Control negativo

Juego No. Oligos: 517 pb; Juego No. 2: 338 pb
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Figura 7. Expresion de f-actina.
1234567891011

+— 459 pb

Marcador de tamafio (pb); 2. Corazén; 3 Cerebro.; 4. Placenta; 5. Pulmén; 6. Higado; 7. Musculo
esquelético; 8. Rifion; 9. Pancreas; 10. Control Positivo; 11. Control negativo

Los tres SNPs de EXT2: rs3740878, rs11037909 y rs1113132, se encuentran en el
mismo bloque haplotipico, es decir siempre segregaran de forma dependiente
(r>>0.9, Tabla 18). La figura 8 ilustra el alto desequilibrio de ligamiento (DL) al
estar todos en color rojo, de acuerdo al programa utilizado (Haploview). Por ello

solo se report6 el analisis de asociacion para uno de los tres SNPs (rs3740878).

Tabla 18. Analisis de desequilibrio de ligamiento de los SNPs de EXT2:
rs3740878, rs11037909 y rs1113132.

L1 L2 r
rs1113132 rs11037909  0.987
rs1113132 rs3740878 0.987
rs11037909 rs3740878 1

Figura 8. Representacion grafica del desequilibrio de ligamiento de los SNPs de
EXT2 rs3740878, rs11037909 y rs1113132.

1113132
re1103ro09
rs3740878

Block 1 44 ko)

1 2
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En la tabla 19 se observa las frecuencias genotipicas y el valor de P de la
asociacion del SNP rs3740878 en poblacion mexicana, no se observa asociacion
con este SNP y la DT2.

Tabla 19. Asociacién del SNP rs3740878 EXT2 en poblacion mexicana.

Genotipo Aditivo Dominante
OR OR
AA AG GG P (Cl 95%) P (Cl 95%)
61 193 174 0.828 1222
TODOSDTZ2 443y  @51) (@407) 92 (0es51-1.054) 0254  (0.860-1.739)
DT2 INICIO 37 118 107 o 0.813 0307 1214
TEMPRANO  (14.1)  (45.0) (40.8) 0.622-1.061) © (0.824-1.789)
DT2 INICIO 24 76 67 0.853 1229
TARDIO (144)  455) @0.1) 0298 06321151y 0301 (57901012
CONTROL 43 96 76

(20.0) (44.7) (35.3)

Datos de genotipo y entre paréntesis el porcentaje correspondiente. El andlisis se realizé6 por regresion
logistica multinomial ajustando por género e IMC.

La tabla 20 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP rs3740878, al
comparar las frecuencias alélicas de los mestizos y los grupos indigenas, se
observa que los Teeneks y Mazahuas tienen frecuencias significativamente

mayores del alelo G que los mestizos (72.9%; 80.0%, respectivamente).

Tabla 20. Distribucion del SNP rs3740878 en grupos indigenas y mestizos.

Grupo Genotipo Alelo P
AA AG GG A G
Teenek 2(8.3) 9 (37.5) 13 (54.2) 13 (27.1) 35 (72.9) 0.04
Purépecha 3(14.3) 13 (61.9) 5(23.8) 19 (45.2) 23 (54.8) 0.72
Mazahua 1(4.0) 8 (32.0) 16 (64.0) 10 (20.0) 40 (80.0) 0.002
Yaqui 2 (20.0) 4 (40.0) 4 (40.0) 8 (40.0) 12 (60.0) 0.83
Mestizo 43 (20.0) 96 (44.7) 76 (35.3) 182(42.3) 248 (57.7)

Frecuencias genotipicas y alélicas, entre paréntesis corresponde al porcentaje. El valor de P fue obtenido
mediante una x° al comparar las frecuencias alélicas de los grupos indigenas y los mestizos sanos.
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La comparacion de los parametros bioquimicos e IMC de acuerdo a los genotipos
de rs3740878 se muestran en la tabla 21. Las concentraciones de glucosa,
colesterol y triglicéridos e IMC no son diferentes en los genotipos de rs3740878 en

controles.

Tabla 21. Parametros bioquimicos e IMC con el SNP rs3740878.

Glucosa Colesterol Triglicéridos Insulina IMC
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mUl/mL) (Kg/m?)
AA/AG 86.8+44.05 216.0+46.67 158.9174.63 7.612.26 27.1+3.87
GG 87.0+46.60 210.0£49.43 148.2+72.56 8.3+1.98 26.6+3.68
P 0.715 0.459 0.428 0.382 0.417
AA 86.1+40.02 220.3+50.69 149.7+61.90 6.4+2.19 27.1+4.16
AG 87.1+45.80 214.3+45.01 162.8+79.46 8.1£2.28 27.1+3.77
GG 87.0+46.60 210.0449.43 148.2+72.56 8.3£1.98 26.6+3.69
P 0.859 0.686 0.473 0.255 0.720

Los datos representan la mediatDE. Los valores de P son de un modelo general lineal univarido ajustando por
género, edad e IMC.

Se han asociado varios SNPs a las enfermedades poligénicas, que contribuyen
levemente a la predisposicion a la enfermedad, con razones de momios (OR)
menores de 1.5. Estos alelos de riesgo de los SNPs presentan penetrancia baja y
pueden explicar la compleja composicion genética de las enfermedades
multifactoriales (Reich y Landers, 2001). Algunos estudios tedricos previos han
demostrado la utilidad potencial de combinar multiples variantes con baja
penetrancia para predecir enfermedades complejas (Yang y cols., 2003). Existen
trabajos que han estudiado la combinacién de variantes agrupando por numero de
alelos de riesgo (Weedon y cols., 2006; Scott y cols., 2006). Por lo tanto, para
evaluar la suma de los alelos de riesgo en el desarrollo de la diabetes en la
poblacion mexicana se compararon a los diabéticos y los controles agrupandolos
por el numero de alelos de riesgo entre los 4 SNPs (rs13266634, rs1111875,
rs7480010 y rs3740878. Aproximadamente 50% de las muestras empleadas para
este estudio fueron utilizadas por otro laboratorio para la evaluacién del SNP

rs7903146 de TCF7L2, para no sesgar el analisis de la suma de los SNPs no se
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consideré a dicho SNP. La agrupacion por numero de alelos de riesgo conduce a
una reduccion importante del tamafio de la muestra en algunos grupos por lo que
el analisis se hizo agrupando a mas de un grupo de alelo de riesgo, el poder
estadistico para estos analisis son de 0.73 a 0.93. En la grafica 1 se observa que
los alelos de riesgo mas comunes corresponden a los polimorfismos rs13266634 y
rs7480010.

Tabla 22. Distribucion de los alelos de riesgo en diabéticos y controles.

No. de

; DT2 CT
alelos de riesgo
0 9 9
(2.0) (3.9)
1 0 5
(0.0) (2.2)
2 13 10
(2.9) (4.4)
3 37 21
(8.1) (9.2)
4 99 46
(21.8) (20.1)
5 135 65
(29.7) (28.4)
6 117 44
(25.7) (19.2)
7 40 23
(8.8) (10.0)
8 5 6
(1.1) (2.6)
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Gréfica 1. Frecuencia de los alelos de riesgo para los SNPs.
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Las agrupaciones que se emplearon y su analisis se encuentran en las tablas 23,
24 y 25. Al comparar los individuos con 0-2 alelos de riesgo contra los que tienen
3-4 alelos de riesgo se observd asociacion a la diabetes P=0.015 (Tabla 23). Es
mayor el valor estadistico para la asociacién cuando los diabéticos tienen de 5-6
alelos de riesgo P=0.003 (Tabla 24). Sin embargo, no se observa asociacion

cuando los sujetos tienen de 7-8 alelos de riesgo (Tabla 25).

Tabla 23. Asociacion entre la diabetes y 3-4 alelos de riesgo.

No. de

Aoios DT2 cT P OR IC 95%
3-4 136 67 0.015 2.214 1.158-4.234
(86.1) (73.6)
0-2 22 24
(13.9) (26.4)

El valor de P se obtuvo por X*.
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Tabla 24. Asociacion entre la diabetes y 5-6 alelos de riesgo.

ﬁfe'lg: DT2 cT p OR IC 95%
5.6 252 109 0.003 2522 1.356-4.691
(92.0) (82.0)
0-2 22 24
(8.0) (18.0)

El valor de P se obtuvo por X.

Tabla 25. Asociacion entre la diabetes y 6-7 alelos de riesgo.

xfélg: DT2 cT p OR IC 95%
7.8 45 29 0.164 1693 0.805-3.560
(67.2) (54.7)
0-2 22 24
(32.8) (45.3)

El valor de P se obtuvo por X*.

Dentro de los SNPs que se estudiaron el SNP de SLC30A8 es el unico que se

encuentra en una region codificante. De ahi surge el interés en su secuenciacion

de la toda la region codificante. Los resultados de secuenciacion de los ocho

exones de SLC30A8 en 25 diabéticos de inicio temprano, se analizaron con el

programa SeqScape v3.2 de Applied Biosystems. En SeqScapev3.2 se introduce

la secuencia reportada por el Pubmed y los electroferogramas obtenidos, para

comparar ambas secuencias e identificar algun cambio (Figura 9).
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Figura 9. Analisis de electroferogramas por el programa SeqScape v3.2.
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8. DISCUSION

La diabetes es un problema de salud publica en México con un evidente
componente genético. El estudio de la genética de la DT2 ha sido complicado
porque los estudios genéticos que se han hecho a la fecha no han permitido
identificar a todos los genes involucrados en su etiologia. En los ultimos afios se
han implementado nuevas estrategias como los estudios de asociacion de todo el
genoma (GWAS) para la identificacion de nuevos genes. Sin embargo, estos
estudios son muy costosos por ello solo los han realizado algunas poblaciones,
principalmente poblaciones caucasicas. Tomando ventaja de los resultados de los
GWAS, el presente trabajo evalud la participacion de SNPs de los genes que

fueron recientemente asociados a la DT2.

El SNP rs7480010 de LOC387761 se asocio a la DT2 en la poblacion mexicana, el
cual ha sido asociado en un GWAS en franceses (Sladek y cols., 2007) y con
asociaciéon nominal en finlandeses (Scott y cols., 2007). En otros GWAS realizados
en ingleses y norteamericanos (Zegginni y cols., 2007; Saxena y cols., 2007), o
estudios de asociacion en japoneses no se encontré asociacion con rs7480010 y
la DT2 (Horikoshi y cols., 2007; Omori y cols., 2008). En poblacion francesa el
alelo G de rs7480010 es el alelo de riesgo. Sin embargo, con base en los
resultados obtenidos en poblacion mexicana, el alelo de riesgo asociado a la DT2
es el alelo A. Asi mismo, se observa que los sujetos con el genotipo AA tienen
mayores concentraciones de triglicéridos y colesterol. En este sentido, los niveles
elevados de triglicéridos se han propuesto en varios estudios como factor de
riesgo a la DT2 (Dotevall y cols., 2004; Perry y cols., 1995; Schmidt y cols., 2005;
Tirosh y cols., 2008). Los niveles de triglicéridos circulantes representan el balance
de la sintesis de triglicéridos y su utilizacion. Consistentemente, los niveles
elevados de triglicéridos van acompafnados de concentraciones bajas de HDL, lo
cual ha mostrado ser un verdadero marcador de resistencia a la insulina,
constituyendo un evidente factor de predisposicion a la DT2 (McLaughlin y cols.,

2005). Ademas, los niveles altos de acidos grasos libres derivados potencialmente
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de los triglicéridos pueden deteriorar la sensibilidad y/o la secrecion de la insulina
(Boden y cols., 2002; Yaney y cols. 2003). A pesar de que han observado niveles
elevados de colesterol total en diabéticos, no se ha establecido como factor de
riesgo en la DT2. Los niveles elevados de colesterol, particularmente LDL, son
bien reconocidos como factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares. Hao
y cols. (2007) observaron en células beta de raton que los niveles elevados de
colesterol estan directamente relacionados a una falla en la secrecion de insulina.
Sin embargo, se requieren realizar mas estudios respecto al papel que
desempenan las concentraciones elevadas de triglicéridos y colesterol y su
relacion con la variante rs7480010. Los niveles bajos de insulina en los controles
con el alelo de riesgo A demuestran una baja actividad secretora en comparacion
con los controles sin el alelo de riesgo A. Estas diferencias en los parametros
bioquimicos no se observaron en los diabéticos posiblemente por el manejo
terapéutico de las alteraciones metabdlicas implicadas en la enfermedad. Por otro
lado, el alelo de riesgo A de rs7480010 también se asoci6 a IMC elevados en los
diabéticos, indice que mide obesidad, el cual representa un factor de riesgo de
DT2. La obesidad no se asocid6 a la variante rs7480010 (P=0.10, dato no
reportado).

Existe otro estudio, en poblaciéon hispano-americana que también muestra esta
discrepancia del alelo de riesgo entre poblaciones de origen hispano y europeo, el
cual report6 al alelo G de rs7480010 (de riesgo para los caucasicos) como alelo
protector, porque se asocié a una elevada liberacion de insulina en respuesta a
glucosa (Palmer y cols., 2008). Este tipo de asociaciones con alelos de riesgo
diferentes se les conoce como asociaciones flip-flop, las cuales son poco comunes
y sus resultados estan en tela de juicio cuando son de dos estudios
independientes de una misma poblacién. En diferentes poblaciones se puede
explicar por ser diferentes poblaciones y a efectos heterogéneos de la misma
variante debido a diferencias genéticas o ambientales (Lin P y cols., 2007). Por
otra parte, esta variante podria encontrarse en desequilibrio de ligamiento con
alguna otra variante funcional y representar solo un marcador, ya que no es un

cambio funcional. Por ello, se requieren realizar mas estudios con el fin de conocer
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la contribucion de la region cercana a la variante rs7480010 en los niveles de
triglicéridos y colesterol que se observaron en el presente trabajo e identificar si

esto se relaciona a la susceptibilidad a la DT2.

Di Rienzo y Hudson (2005) propusieron la hipétesis de la adaptacion de los alelos
ancestrales al ambiente de las poblaciones antiguas tal como periodos de
hambruna para poder sobrevivir. Pero que en el estilo de vida actual, la falta de
actividad fisica y exceso de alimentacion, estos alelos pueden incrementar el
riesgo en las enfermedades. De demostrarse que el alelo A de rs7480010 fuera un
marcador de una variante funcional implicada en DT2, la elevada frecuencia del
alelo ancestral A de la variante rs7480010 observada en los grupos indigenas
particularmente en Teenek y Mazahuas sugiere una herencia indigena de
susceptibilidad a la DT2, por ser los representantes de las poblaciones antiguas
que dieron origen a los mestizos mexicanos. Se requieren estudios que nos

permitan apoyar esta hipoétesis.

El gen LOC387761 es un gen hipotético, lo cual implica que es una region dentro
del genoma que parece ser un gen por ciertas caracteristicas como marco de
lectura abierta, con tamafio adecuado, sitios de probable corte y empalme y que
parece codificar a una proteina dada. En base a lo anterior la expresion de
LOC387761 no se logré por las siguientes tres posibles causas: 1) el disefio de los
oligos no fue el adecuado, ya que el mMRNA, ADN vy la proteina son predicciones;
2) esta region no codifica para una proteina; 3) la region de LOC387761 no es en

realidad un gen.

La variante de TCF7L2 rs7903146 se asocio de manera nominal a la DT2 de inicio
temprano en poblacion mexicana, dichos resultados concuerdan con lo reportado
en méxicoamericanos donde se observa asociacién con la DT2 y con una edad de
inicio menor en los sujetos con el alelo de riesgo T (Lehman y cols., 2007) y con
poblaciones de otros origenes como asiatico, europeo, africano y norteamericano
(Grant y cols., 2006; Sladek y cols., 2007; Zeggini y cols., 2007; Scott y cols.,
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2007; Chandrak y cols., 2007; Horikoshi y cols., 2007; Hayashi y cols., 2007;
Helgason y cols., 2007).

Existe otro estudio en mexicanos que no muestra asociacion con la DT2. En dicho
trabajo no reportan la edad de diagndstico de los diabéticos, por o que no se sabe
si la falta de asociacion se deba a que los individuos eran diabéticos tipo 2 de
inicio tardio (Parra y cols., 2007). A pesar de ello, hasta el momento el SNP

rs7903146 es considerado como el SNP mas ampliamente asociado a la DT2.

La variante rs1111875 de HHEX no fue asociada a la DT2 en poblacion mexicana
al igual que en afroamericanos, indios Pima y judios Ashkenazi (Lewis y cols.,
2008; Rong y cols., 2008; Bronstein y cols., 2008) y hasta el momento solo ha sido
asociada en caucasicos y asiaticos (Grarup y cols., 2007; Van VlietOstapcho y
cols., 2008; Furukawa y cols., 2008; Horikoshi y cols., 2008; Omori y cols., 2007;
Sladek y cols., 2007; Zeggini y cols., 2007; Scott y cols., 2007). En el presente
estudio, la variante rs1111875 parece estar involucrada en la susceptibilidad a la
DT2 de inicio temprano, probablemente la falta de asociacibn se deba a
disminucién del tamafo de muestra de diabéticos de inicio temprano (Poder
estadistico obtenido 0.72). Los resultados sugieren que HHEX/IDE pudiera estar
involucrada en la homeostasis de la glucosa y el metabolismo de colesterol al
asociarse concentraciones plasmaticas de glucosa y colesterol elevadas en
sujetos control con el alelo de riesgo (CC y CT) vs. los sujetos sin alelo de riesgo

(TT). Por lo tanto, es necesario realizar mas estudios para evaluar esta hipotesis.

De manera similar que a los afroamericanos, holandeses y daneses el SNP de
SLC30A8 rs13266634 no se asocid a la DT2 en mexicanos (Lewis y cols., 2008;
Steinthorsdottir y cols., 2007). A pesar de que el tamafio de muestra obtenido no
fue el adecuado para determinar su asociacion (Poder estadistico Pe= 0.44), el
estudio nos permite observar que no existe variacion entre las frecuencias de los

controles contra los diabéticos con este tamano de muestra.
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Por otro lado la variante rs3740878 de EXT2 que fue relacionada a la DT2 solo en
franceses (Sladek y cols., 2007). Esta variante se ha estudiado en pocas
poblaciones como en finlandeses, suecos y chinos, pero al igual que en poblacién
mexicana se ha encontrado que las otras dos variantes de EXT2 (rs11037909 y
rs1113132) estan en desequilibrio de ligamiento y que no se asocian a la DT2
(Pe=0.31) (Scott y cols., 2007; Saxena y col., 2007; Horikoshi y cols., 2007; Omori
y cols., 2008). La elevada frecuencia del alelo G de la variante rs3740878
reportada en el presente estudio concuerda con la frecuencia alélicas del HapMap
en individuos con ascendencia mexicana de California (48 %). Existe una evidente
diferencia entre las frecuencias alélicas de los europeos (23.0 %) y mexicanos
(57.7 %) para el alelo G. Existe la posibilidad de que este hecho sea producto de
la deriva génica, es decir las poblaciones ancestrales por el numero reducido de

habitantes que la conformaban, hicieron que se fijara un determinado alelo.

De acuerdo al presente estudio los SNPs previamente reportados en poblaciones
caucasicas no contribuyen por si solos de manera importante sobre la diabetes en
poblacién mexicana. Sin embargo, al hacer un analisis agrupando por numero de
alelos de riesgo como se ha realizado en otros estudios (Weedon y cols., 2006;
Scott y cols., 2006) se observo asociacion con la diabetes en los sujetos con 3-4 y
5-6 alelos de riesgo (0.015 y 0.003, respectivamente). Pensando en que el
resultado estuviera dado por la asociacion encontrada con la variante de
LOC387761 y la DT2, esta fue eliminada, y aun sin ella la asociacion permanecio,
comprobando que existe una suma de alelos de riesgo que favorece el desarrollo
de la DT2. Estos resultados apoyan la hipotesis que los alelos de riesgo de los
SNPs asociados a las enfermedades multifactoriales presentan penetrancia baja y
pueden explicar su compleja composicion genética (Reich y Landers, 2001). La
baja frecuencia de sujetos con 7-8 alelos de riesgo se debe principalmente a que

el SNP rs3740878 es poco comun en esta poblacion.

Hasta la fecha la deteccion de los SNPs involucrados en el desarrollo de la DT2 ha

sido dificil debido a que su contribucion es pequena y por ello se requiere un gran
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numero de individuos a estudiar. Estudios con tamafos de muestras reducidos
como el presente que mostro bajos valores de poder estadistico (0.31-0.62), pero
nos proporcionan una idea del comportamiento de las frecuencias de las variantes
entre los sujetos control y los diabéticos, con lo cual podemos identificar una
posible asociacion entre SNPs y la enfermedad. Ademas deben hacerse estudios
mas complejos para evaluar la interaccion de los multiples SNPs de riesgo que se

han encontrado asociados a la diabetes.

Debemos tener presente que la DT2 es una enfermedad multifactorial vy
multigénica, por lo tanto los SNPs de genes involucrados interaccionan entre ellos
y con factores ambientales. Por lo tanto, la relacidon de los parametros bioquimicos
encontrados no debe despreciarse por el hecho de que las comparaciones en los
controles no sobrepasan los niveles de referencia. Por ello, se puede pensar que
las variantes contribuyen al desarrollo de la diabetes, como resultado de la suma
de SNPs como se observa en el presente trabajo, favoreciendo niveles elevados
glucosa, triglicéridos y colesterol en los sujetos, lo cual finalmente conduce a la

enfermedad.

Este tipo de estudios pretende conformar un grupo de polimorfismos asociados a
la susceptibilidad de la DT2, para evaluar la suma de los SNPs y su impacto.
Posteriormente estos resultados seran utiles para el disefio de una estrategia o
metodologias que puedan ser empleadas con fines prondsticos y un adecuado

manejo terapéutico.
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9. CONCLUSIONES

e La variante rs7903146 de TCF7L2 participa en el desarrollo de la diabetes
tipo 2 de inicio temprano en poblacion mexicana, lo que concuerda con la

mayoria de los estudios, siendo éste el gen con mas replicas.

e Los resultados de la variante rs7480010 de LOC387761 sugieren que este
gen o una variante funcional en desequilibrio con rs7480010 esté

involucrada en la susceptibilidad a la diabetes tipo 2 en poblacién mexicana.

e La variante rs7480010 probablemente este marcando una variante funcional
gue puede estar involucrada en la alteracion del metabolismo de lipidos,
contribuyendo en el desarrollo de la DT2 en poblacion mexicana.

e En el presente estudio no se logré conocer la expresion de LOC387761. Sin

embargo, sera de gran utilidad conocer su patron de expresion.

e En general se observaron mayores frecuencias de los alelos de riesgo en
los grupos indigenas, lo cual sugiere una herencia indigena de diabetes en
los mestizos. Por lo que su participacion en indigenas diabéticos debe ser

evaluada.

e La region HHEX/IDE parece estar involucrada en la homeostasis de la
glucosa y en el metabolismo del colesterol, pudiendo promover Ila
susceptibilidad a desarrollar DT2.

e El gen SLC30A8 (ZnT8) parece no participar en el desarrollo de la DT2 en

poblacion mexicana con ninguna variante en su region codificante.

e La presencia de 3-6 alelos de riesgo de los SNPs estudiados incrementa el
riesgo a desarrollar diabetes tipo 2 en poblacion mexicana apoyando la
hipotesis sobre la suma de los SNPs es la responsable de la susceptibilidad

de las enfermedades multifactoriales.
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e Se requieren mas estudios para conocer el papel de las variantes asociadas

a la DT2 y rasgos metabodlicos como factores de riesgo en la DT2.
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10. ANEXO

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR
UNIDAD DE INVESTIGACION

CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR COMO CONTROL SANO EN EL
PROYECTO:

“EVALUACION MOLECULAR DE PACIENTES CON DIABETES MELLITUS DE
INICIO TEMPRANO™.

MeéxicoD.F. a

A Quien Corresponda:

El (la) que suscribe:
de afios de edad, acepto participar en forma libre y voluntaria, donando una
muestra de sangre que sera utilizada como CONTROL SANO, en el proyecto
“Evaluacion molecular de pacientes con diabetes mellitus de inicio temprano”, que se
llevara a cabo, como un convenio entre el Hospital Juarez de México y la Facultad de
Quimica de la UNAM, y cuyo objetivo es identificar los genes responsables de la
diabetes mellitus de inicio temprano en poblacién mexicana.

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

Firma del Control Voluntario:

Teléfono:

Direccion:

Firma del Investigador:
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