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RESUMEN

Durante las ultimas dos décadas, muchos grupos de investigacion han invertido
esfuerzos considerables a través de diferentes estrategias para identificar
polimorfismos genéticos de susceptibilidad al desarrollo de diabetes tipo 2 (DT2).
Actualmente, la mayoria de estos estudios han sido llevados a cabo en poblaciones
Europeas y Asiaticas. En México, pocos estudios han investigado la contribucion de
estos polimorfismos de susceptibilidad al desarrollo de DT2, y aun menos se ha
considerado la compleja estructura genética de la poblacion mexicana. Se estudiaron
10 polimorfismos cerca o en los genes HHEX, HNF4a, KCNJ11, PPARy,
CDKN2A/2B, SLC30A8, CDC123/CAMK1D, TCF7L2, ABCA1 y SLC16A11. Los
polimorfismos se genotiparon por el método de discriminacion alélica en 575
individuos mayas no relacionados. En la primera etapa del estudio, las mediciones
antropométricas mostraron una frecuencia alta de sobrepeso, obesidad vy
concentraciones altas de triglicéridos, insulina e indices altos de HOMA-IR en
individuos sin DT2. En la segunda etapa del estudio, dos polimorfismo el rs10811661
y rs9282541 (modelo recesivo y dominante, respectivamente) se asociaron con DT2
después de ajustar por IMC. Ademas, se encontraron alteraciones fenotipicas la
mayoria relacionadas con el metabolismo de lipidos y lipoproteinas, asociadas con
las variantes en HHEX, PPARy, SLC30A8, CDC123/CAMK1D, ABCA1y SCL16A11,
estas alteraciones posiblemente estarian relacionados con el desarrollo de diabetes,
a través de resistencia a la insulina. En conclusion, estos resultados apoyan una
asociacion de polimorfismos genéticos de desarrollar DT2 en poblacién maya; asi

como alteraciones en el metabolismo de lipidos y lipoproteinas.
XVIII



ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2D) association with common variants in HHEX, HNF4a, KCNJ11,
PPARy, CDKN2A/2B, SLC30A8, CDC123/CAMK1D, TCF7L2, ABCA1 and
SLC16A11 genes have been reported, mainly in European and Asian ancestry
populations and to a lesser extent in Latin Americans. Thus, we aimed to study the
contribution of rs1111875 (HHEX), rs1800961 (HNF4a), rs5219 (KCNJ11), rs1801282
(PPARy), rs10811661 (CDKN2A/2B), rs13266634 (SLC30A8), rs12779790
(CDC123/CAMK1D), rs7903146 (TCF7L2), rs9282541 (ABCA1) and rs13342692
(SLC16A11) polymorphisms in the genetic background of Maya population to
associate their susceptibility to develop T2D. This is one of the first studies designed
specifically to explore the inherited component of T2D in the indigenous population of
Mexico. SNPs were genotyped by allelic discrimination method in 575 unrelated Maya
individuals. Two SNPs rs10811661 and rs928254 were significantly associated with
T2D after adjusting for BMI; rs10811661 in a recessive and rs9282541 in a dominant
model. Additionally, we found phenotypical alterations associated with genetic
variants: HDL-C to rs9282541 and insulin to rs13342692. In conclusion, these
findings support an association of genetic polymorphisms to develop T2D in Maya

population.

XIX



. INTRODUCCION

1.1. Aspectos generales de la Diabetes

1.1.1. Definicion y descripcion.

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por
concentraciones elevadas de glucosa resultado de defectos en la secrecién de la
insulina, acciéon de insulina o ambas (1). La insulina es una hormona producida en el
pancreas que permite que la glucosa de los alimentos entre en las células del
cuerpo, donde se convierte en la energia necesaria para que funcionen los musculos
y los tejidos. Una persona con diabetes no absorbe adecuadamente la glucosa, y por
lo tanto sigue circulando por la sangre (hiperglucemia), lo cual dafa con el tiempo los
tejidos del cuerpo. Este dano puede conducir a una discapacidad y a complicaciones
de salud que pueden llegar a ser mortales.

Los procesos patogénicos involucrados en el desarrollo de la diabetes son varios y
van desde la destruccién autoinmune de las células B del pancreas con la
consiguiente deficiencia de la secrecion de la insulina, hasta anormalidades que
resultan en la resistencia a la accion de la misma. El deterioro de ambos procesos
(secrecion de insulina y defectos en la accion de la insulina) con frecuencia coexiste
en el mismo paciente, y hasta el momento no esta claro cual de las dos
anormalidades es la causa principal de la hiperglucemia.

Los sintomas relacionados a una marcada hiperglucemia a menudo son la poliuria,
polidipsia, pérdida de peso algunas veces con polifagia y visidn borrosa. Las

complicaciones a largo plazo de la diabetes incluyen la retinopatia con la posible



pérdida de la vision; nefropatia que conduce a la insuficiencia renal; neuropatia
periférica con el riesgo de uUlceras y amputaciones en los pies, y neuropatia causales
de sintomas gastrointestinales, genitourinarios, cardiovasculares incluso hasta la
disfuncidén sexual. Los pacientes con diabetes tienen una mayor incidencia de
enfermedad aterosclerética cardiovascular, arterial periférica y cerebrovascular, al

igual que hipertension y alteraciones del metabolismo de las lipoproteinas.

1.1.2. Diagnéstico

Durante décadas el diagnostico de diabetes se ha basado en criterios relacionados
con las mediciones de las concentraciones de glucosa, ya sea la determinacion de
glucosa plasmatica en ayuno (FPG, por sus siglas en inglés) o por la prueba de
tolerancia oral a la glucosa (OGTT, por sus siglas en inglés). En 1997, en la primera
reunion del comité de expertos de la asociacion americana de diabetes (ADA, por
sus siglas en inglés) sobre el diagndstico y clasificacion de diabetes, revis6 los
criterios diagndsticos mediante la asociacion entre las concentraciones de glucosa y
la presencia de retinopatia, este ultimo como el factor clave para identificar el nivel
umbral de la glucosa. El comité examiné los datos de tres estudios epidemiologicos
transversales que evaluaron la retinopatia con fotografias del fondo de la retina o por
oftalmoscopia directa y las concentraciones de glucosa en ayuno, post-carga, y
hemoglobina glucosilada A1C (A1C). Estos estudios demostraron concentraciones
de glucosa por debajo de la cual habia poca retinopatia prevalente, y por encima de
la cual la prevalencia de retinopatia aumentaba de una manera aparentemente lineal.

Ademas, las concentraciones de glucosa por encima de la cual la retinopatia



aumentaba, fueron similares entre poblaciones. Estos estudios confirmaron que para
la prueba de post-carga el punto de corte es por arriba de 200 mg/dL (11.1 mmol/L).
Sin embargo, se observé que el antiguo punto de corte de concentraciones de
glucosa en ayuno de 140 mg/dL (7.8 mmol/L) identificaba mucho menos individuos
con diabetes que el punto de corte obtenido con la prueba post-carga. Por lo que, el
nuevo punto de corte para el diagnostico en ayuno se redujo a 126 mg/dL (7.0
mmol/L) (Tabla 1). Anteriormente, no se habia recomendado el uso de la A1C para el
diagndstico de diabetes, en parte debido a la falta de estandarizacién del ensayo. Sin
embargo, actualmente los ensayos de A1C estan altamente estandarizados para que
sus resultados puedan ser utilizados en el diagndstico de diabetes. En un reciente
informe, el comité internacional de expertos después de una extensa revisién de
evidencia epidemiolégica, recomendod el uso de la prueba de A1C para el diagndstico
de diabetes, con un punto de corte = 6.5%; destacando la importancia de realizar la
prueba por un método certificado por el programa nacional de estandarizacion de la
A1C (NGSP, por sus siglas en inglés) o comprobar la trazabilidad con los ensayos de
referencia de las pruebas de control y complicaciones de diabetes (DCCT, por sus

siglas en inglés) (1).



Tabla 1. Criterios para el diagnéstico de diabetes.

1. Alc = 6.5%. La prueba debe ser realizada en un laboratorio usando un método
certificado por el programa nacional de estandarizacion de la A1c (NGSP, por sus siglas
en inglés) y estandarizado a las pruebas de control y complicaciones de la diabetes
(DCCT, por sus siglas en inglés).*

0]
2. Glucosa plasmatica en ayuno (FPG, por sus siglas en inglés) = 126 mg/dL (7.0 mmol/L).
El ayuno es definido como la ausencia de ingesta calérica por al menos 8 horas*.

O
3. Glucosa plasmatica a las 2 horas = 200 mg/dL (11.1 mmol/L) durante la prueba oral de
tolerancia a la glucosa (OGTT, por sus siglas en inglés). La prueba debe ser realizada
como describe la OMS, utilizando una carga de glucosa que contenga el equivalente de 75
gr de glucosa anhidra disuelta en agua*.

@]
4. Paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucémica, o glucosa

plasmatica al azar = 200 mg/dL (11.1 mmol/L).

*En ausencia de sintomas de hiperglucemia, los criterios 1-3 deben ser confirmados por repeticion de

las pruebas (1).

1.1.3. Clasificacion

La gran mayoria de los casos de diabetes pueden ser agrupados en dos principales

categorias etiopatogénicas. Por un lado, la diabetes tipo 1 (DT1) cuya causa es una

deficiencia absoluta de la secrecion de insulina, y por otro la DT2 la categoria mas

prevalente cuya causa es una combinacion de resistencia a la accion de la insulina y

una inadecuada respuesta secretora compensatoria de insulina.



La asignacion de un tipo de diabetes a un individuo frecuentemente depende de la
circunstancias presentes en el momento del diagnodstico, y muchos individuos con

diabetes no encajan facilmente en una sola clase (Tabla 2) (1).

Tabla 2. Clasificacion etiolégica de la Diabetes.

I. Diabetes tipo 1 (destruccion de células B, usualmente con deficiencia absoluta de insulina

A. mediada por inmunidad.

B. Idiopatica.

Il. Diabetes tipo 2 (puede variar, desde predominantemente con resistencia a la insulina con deficiencia relativa de
insulina, a un defecto predominante de secrecion con resistencia a la insulina)

lll. Otros tipos especificos

A. Defectos genéticos de la funcién de la célula B

1. MODY 3 (Cromosoma 12, HNF-1a)

2. MODY 1 (cromosoma 20, HNF-4a)

3. MODY 2 (Cromosoma 7, glucocinasa)

4. Otras muy raras formas de MODY (MODY 4: cromosoma 13, factor promotor de insulina ; MODY 6: cromosoma 2, NeuroD1;
MODY 7: cromosoma 9, lipasa del ester carboxilo)

. Diabetes neonatal transitoria (ZAC/HYAMI defecto de impronta en 6q24)
. Diabetes neonatal permanente (KCNJ11 gen que codifica la subunidad Kir6.2 del canal KATP de células B)
. ADN mitocondrial

. Otros

. Defectos genéticos en la accién de la insulina

. Resistencia a la insulina Tipo A

. Trauma/pancreatectomia

. Sindrome de Rabson-Mendenhall

. Diabetes lipoatréfica

. Otros

. Endocrinopatias

. Acromegalia

. Sindrome de Cushing

. Glucagonoma

Feocromocitoma

. Hipertiroidismo

. Somatostinoma

. Aldosteronoma

. Otros

. Medicamentos o inducida por quimicos

Vacor

. Pentamidina

. Acido nicotinico

. Glucocorticoides




5. Hormonas tiroideas

6. Diazdxido

7. Agonistas B-adrenérgicos
8. Tiazidicos

9. Dilantina

10. Interferén y

11. Otros

F. Infecciones

1. Rubeola congénita

2. Citomegalovirus

3. Otros

G. Otros sindromes genéticos algunas veces asociados con diabetes
1. Sindrome de Down

2. Sindrome de Klinefelter

3. Sindrome de Turner

4. Sindrome de Wolfram

5. Ataxia de Fiedreich

6. Corea de Huntington

7. Sindrome de Laurence-Moon-Bied|
8. Distrofia miotonica.

9. Porfiria

10. Sindrome de Prader-Willi
11. Otros

IV. Diabetes mellitus gestacional

Los pacientes con cualquier tipo de diabetes pueden requerir tratamiento con insulina en algin momento de su
enfermedad. Este uso de la insulina no constituye por si mismo, un factor para clasificar al paciente (1).

Sin embargo, la subdivision en dos categorias principales representa una
simplificacion de la situacion real, ya que investigaciones recientes han demostrado
que la enfermedad es mucho mas heterogénea que una subdivisién sencilla en dos
subtipos. Es muy probable que estos dos subtipos representen los extremos de un
continuo, con la deficiencia de insulina de la DT1 en un extremo caracterizada por
autoinmunidad y, DT2 en el otro caracterizado por el metabolismo disfuncional como
el sindrome metabdlico. Sin embargo, esto no excluye la posibilidad de que puedan
compartir mecanismos patogénicos comunes como la inflamacién (inmunidad innata)

que parece estar presente en ambas formas de diabetes (Figura 1) (2, 3).



'abetes tipo 2

Disfuncion
metabdlica

Figura 1. La diabetes como un espectro continuo (3).

Debido a que la diabetes es una enfermedad progresiva, un paciente con DT2 a
menudo desarrolla alteraciones en la secrecion de insulina y después de 20 afos de
duracion experimenta un fenotipo parecido a la DT1, del mismo modo no es raro
observar que los pacientes con DT1 muestran las caracteristicas del sindrome
metabdlico después de una larga duracion (4). Se han reportado familias con DT2
que desarrollan los anticuerpos caracteristicos de DT1, o con componente
mitocondrial (5, 6). En poblacion mexicana se han descrito variantes asociadas a
diabetes de inicio temprano (MODY, por sus siglas en ingles) que desarrollan la
produccion de autoanticuerpos caracteristicos de la DT1 (7). Se ha estimado que los
casos mendelianos representan aproximadamente el 5% de diabetes y el 95% de
formas multifactoriales. A parte de la clasificacion realizada por la ADA, se han
reconocido siete formas de diabetes (Figura 2): DT1, DT2, diabetes con sordera,
diabetes tipo MODY, diabetes de inicio en el adulto mayor, diabetes autoinmune
latente del adulto (LADA, por sus siglas en inglés); asi como diabetes neonatal

(permanente y transitoria) (8).
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Figura 2. Formas puras y de co-herencia posibles de la diabetes.
Se muestra también la relacién con factores desencadenantes o predisponentes. DM = diabetes mellitus; LADA = diabetes

autoinmune del adulto; VIH = virus de la inmunodeficiencia humana; VHC = virus de la hepatitis C (8).

La diabetes tipo LADA es un subgrupo comun de diabetes que representa
aproximadamente el 7% de todos los pacientes con diabetes en Europa, esta se
define generalmente por tres criterios: 1. Anticuerpos contra descarboxilasa del acido
glutamico (GAD, por sus siglas en inglés), 2. Aparicion a edades mayores de 35 afios
(9-11) y 3. No necesitan tratamiento con insulina durante los primeros 6 meses;
aunque las necesidades de insulina es una determinacion bastante subjetiva.
Aunque la diabetes tipo LADA es definida por la presencia de anticuerpos GAD, vy el
punto de corte de positividad es el mismo que para DT1 esto no excluye que los
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niveles de anticuerpos GAD por debajo de este punto de corte tendrian una
influencia patégena en la funcién de las células . Por lo tanto, la diabetes tipo LADA
con altos titulos de anticuerpos se encuentran a la izquierda del espectro cerca de la
DT1, mientras que la expresion de titulos bajos esta a la derecha del espectro cerca
de la DT2.

La diabetes tipo MODY, representa las formas monogénicas de diabetes con
mutaciones bien definidas en mas de 6 genes diferentes. Este subtipo de diabetes se
caracteriza por la transmision autosdomica dominante de inicio a edad temprana (<25
afos) y diversos grados de disfuncion de las células B (12). Una parte considerable
de los pacientes inicialmente clasificados como DT1 pueden tener diabetes tipo
MODY sin autoanticuerpos y genotipos de riesgo en el complejo principal de
histocompatibilidad (HLA, por sus siglas en inglés); sin embargo, estos pacientes
cuentan con una historia familiar de diabetes (13). Recientemente, se ha
documentado que variantes comunes, menos penetrantes que se encuentran en
genes tipo MODY, también aumentan la susceptibilidad al desarrollo de DT2 (14). La
diabetes tipo MODY muestra una extrema heterogeneidad alélica, lo que significa
que la mayoria de las mutaciones son unicas, hasta la fecha hay mas de 200
mutaciones descritas en los genes GCK (MODY2) y HNF1A (MODY3) (15). Al
respecto, existe una problematica en cuanto a realizar el diagnéstico apropiado ya
que se requiere de un analisis de secuenciacion y, debido a que la capacidad de
secuenciacion es limitada hasta ahora, no ha sido posible realizar estudios
epidemioldgicos, y por lo tanto la verdadera prevalencia de diferentes formas no se
sabe (se estima actualmente que representan < 3% de todos los pacientes

diabéticos). La diabetes con sordera de herencia materna (MIDD, por sus siglas en
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inglés) es debido a una mutacién (A3242G) en el ADN mitocondrial (ADNmt) (16).
Debido a que ADNmt solamente se transmite de la madre, la MIDD muestra la
transmision materna. Ademas de la pérdida de audicion, muchos pacientes también
presentan problemas neuroldgicos similares a pacientes con el sindrome de miopatia
mitocondrial, encefalopatia, acidosis lactica y accidente cerebrovascular (MELAS, por
sus siglas en inglés) que también es causada por la misma mutacién en el ADNmt.
Por otra parte, la diabetes neonatal se define principalmente por el momento de
aparicion ya que ocurre al nacimiento o durante los primeros 6 meses de vida, con
formas tanto transitorias y permanentes (15). Dentro de las mutaciones que se han
identificado se encuentran en varios genes como en KCJN11, SUR1, GCK, INS, etc.
Los pacientes con mutaciones en el gen KCJN11 no sélo tienen diabetes severa,
sino también defectos en el desarrollo (17).

Por ultimo, la diabetes puede desarrollarse de manera secundaria a enfermedad
pancreatica u otros trastornos endocrinos y se denomina “diabetes secundaria”.
Recientemente, existe un nuevo intento de reclasificar la diabetes en subgrupos de
acuerdo a marcadores genéticos y biomarcadores, esto basado en el proyecto “todos
los nuevos diabéticos del proyecto Scania (ANDI, por sus siglas en inglés) que se

realiza al sur de Suecia.

1.2. Epidemiologia
1.2.1. Diabetes a nivel internacional
La diabetes es una de las enfermedades no transmisibles mas comunes. Es la cuarta

0 quinta causa de muerte en la mayoria de los paises de ingresos altos, y hay
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pruebas sustanciales de que es una epidemia en muchos paises en vias de
desarrollo econdmico y de reciente industrializacion. La diabetes es sin duda uno de
los problemas de salud mas graves del siglo XXI y es esencial tener una perspectiva
mundial de la epidemia para comprender las verdaderas dimensiones de la carga de
la diabetes y sus consecuencias.

Es extraordinario el numero de estudios que describen las posibles causas y la
distribucion de la diabetes en los ultimos 20 afos. Los calculos a nivel internacional
mas recientes de la federacion internacional de diabetes (IDF, por sus siglas en
inglés) indican que 382 millones de personas adultas (8.3%) tienen diabetes y la
mayoria estan entre 40 y 59 afios, este numero de personas se incrementara en mas

de 592 millones en menos de 25 anos (Figura 3).

MUNDO

592M EEZ2

personas
con diabetes
en 2035

AFR 7109,1%
o MENA 796,2%
. SEA 7170,6%
L : SACA 759,8%
E WP A146%
. I © . EUR 7122,4%

2013 2035

Figura 3. Numero de individuos con diabetes a nivel mundial.
Las X indican los porcentajes de incremento por regién de la IDF. Regién de Africa (AFR), regién de Oriente
Medio y Norte de Africa (MENA), region del Sudeste Asiatico (SEA), region de América Central y del Sur (SACA),
region del Pacifico Occidental (WP), region de América del Norte y el Caribe (NAC), y la region de Europa (EUR)
(18).
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Actualmente, con 175 millones de casos no diagnosticados una gran cantidad de
personas con diabetes van a desarrollar progresivamente complicaciones de las que
no son conscientes. Tanto en términos humanos como financieros, la carga de la
diabetes es enorme, provoca 5.1 millones de muertes y ha representado unos
548,000 millones de ddélares en gastos de salud (11% del gasto mundial) en 2013.
Las diferentes regiones estan siendo afectadas en muy diferentes grados. El Pacifico
Occidental tiene mas personas con diabetes que cualquier otra regién (138 millones).
En el otro extremo del espectro regional, Africa es actualmente la regién con menos
casos de diabetes (20 millones) (Figura 4). Sin embargo, en el afo 2035 sera el
doble, resultando alarmante para la capacidad de desarrollo de Africa ya que mas de
tres cuartas partes de las muertes por diabetes en 2013 ocurrieron en personas
menores de 60 afos es decir, en edad laboral. El panorama es igualmente
preocupante en América Central y del Sur, donde se prevé que la poblacién con

diabetes aumente en un 60% para el afio 2035 (Figura 3).
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Figura 4. Numero de personas en millones (M) con diabetes por region de la IDF, 2013 (18).
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El rapido desarrollo ha conducido a una epidemia de la diabetes en el Sudeste
Asiatico, lo que representa cerca de una quinta parte del total de casos en todo el
mundo. Del mismo modo, la riqueza y el desarrollo en Medio Oriente y Norte de
Africa han conducido a una gran proporcion de diabetes, y uno de cada diez adultos

de la region tiene la enfermedad.

1.2.2. La diabetes en la regiéon de América del Norte y Caribe (NAC)

La region a la que pertenece México, cuenta con el 10.7% de la poblacién adulta
afectada presentando la segunda prevalencia comparativa mas alta de diabetes. La
mayor parte de la poblacién de la region vive en EEUU, México y Canada que es
también donde se encuentra la gran mayoria de las personas con diabetes. Sin
embargo, la prevalencia de diabetes entre los adultos de las islas del Caribe es
generalmente alta y siempre por encima de la media global (Figura 5).

Se estima que viven en la region NAC 36.8 millones de personas con diabetes, y
para el 2035 se espera que el numero aumente a casi la mitad de la poblacion total
(50.4 millones). Entre los paises que presentan la mayor prevalencia de diabetes
esta: Belice (15.9%), Guyana (15.9%), Curazao (14.5%) y Martinica (14.3%). Por otro
lado, EEUU con 24.4 millones, tiene el mayor numero de personas con diabetes,
seguido de México, Canada y Haiti y se calcula que el 13.2% (44.2 millones de
adultos) tienen glucosa alterada en ayuno, lo que los pone en un alto riesgo de

desarrollar DT2.
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Figura 5. Estimaciones de prevalencia comparativa * (%) de diabetes (20-79 afios), 2013.

*La prevalencia comparativa se calcula suponiendo que cada pais y region tienen el mismo perfil de edad
reduciendo el efecto de las diferencias de edad entre paises y regiones, y hace que esta cifra sea adecuada para
realizar comparaciones y no debe utilizarse para evaluar la proporciéon de personas dentro de un pais o region
que tienen diabetes (18).

Una gran parte de la carga de diabetes y glucosa alterada en ayuno en los EEUU y
Canada se puede atribuir al envejecimiento de la poblacién. Actualmente, el 39% de
la poblacién de la region tiene mas de 50 afios, y se espera que aumente al 44% en
2035. Por el contrario, solo el 27% de la poblacion de México y el 29% del Caribe
tienen 50 afios o mas. La diabetes fue responsable del 13.5% de todas las muertes
entre los adultos de la region. Se estima que el gasto sanitario en diabetes de la
region representa casi la mitad (42%) del gasto de asistencia sanitaria relacionada
con la diabetes en el mundo. Estas cifras proporcionan un preocupante impacto
futuro de la diabetes como una de las principales amenazas para el desarrollo de la

region y en general a nivel mundial (18).

14



1.2.3. Diabetes en México.

El cambio sociodemografico en México tiene tres grandes expresiones: la transicion
demografica, el proceso de urbanizacién y la masificacion de la migracién
internacional. Estos tres fendmenos estan estrechamente interrelacionados y ejercen
una notable influencia en el desarrollo y la calidad de vida de la poblacién (19).

La poblacion mexicana ha sufrido cambios demograficos importantes en el ultimo
siglo, lo cual se ha caracterizado por una disminucion de la mortalidad y de la
fecundidad asi como un aumento en la esperanza de vida lo que lleva a un
envejecimiento paulatino de la poblacidn. Este proceso se conoce como transicion
demografica y, epidemiolégicamente se expresa en un perfil sanitario donde las
enfermedades cronico degenerativas emergen como problemas de salud publica
muy relevantes, traslapandose con algunas de las enfermedades infecciosas que
continuan siendo problemas importantes de salud (20).

Meéxico ha cambiado de ser un pais principalmente rural y pobre sobre todo en las
primeras décadas del siglo XX, y a partir de los afios cuarenta inicia un proceso de
industrializacidn pasando en los afnos siguientes a ser un pais donde predominan las
zonas urbanas y donde la migracion de un gran porcentaje de la poblacion de las
zonas rurales hacia las grandes ciudades marca un hito histérico. Este proceso ha
ido acompanado de un cambio drastico en el perfil patolégico del pais. Hace
cincuenta afos las principales causas de muerte en el pais eran las diarreas,
neumonias, enfermedades de la primera infancia, accidentes y actos de violencia y el
paludismo entre otras. La esperanza de vida en este lapso ha pasado de 49 a 74
afios de tal manera que en la actualidad, las enfermedades del corazoén, el cancer y

la diabetes son las tres principales causas de muerte (21, 22)
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En la primera mitad del siglo XX, México se caracterizaba por un bajo nivel de vida
donde la insalubridad y pobreza de ese entonces, se acompafiaba de una
alimentacién frugal y una actividad fisica de moderada a intensa en la mayor parte de
la poblacién, factores que ahora sabemos evitan o reducen la presencia de
enfermedades crénico degenerativas, entre ellas la DT2. En los ultimos 40 afios la
poblacion mexicana tiende a pasar de ser un pais de gente joven, a un pais con una
mayor proporcion de adultos y poblacidon de la tercera edad. La poblacién mexicana
se dirige hacia la ultima etapa de la transicion demografica en la que la mortalidad,
fecundidad y la tasa de crecimiento se encuentran en franco descenso. En las
siguientes tres décadas, habra una menor proporcion de la poblacién menor de 15
anos y se incrementara la poblacidon mayor de 65, en balance, la poblacion de 15 a
64 afnos incrementara su importancia en los proximos afnos. Esta combinacién de las
condiciones demograficas propicias constituye el llamado bono demografico que
brindara al pais la oportunidad de invertir en capital humano para enfrentar los retos
del desarrollo y hacer frente al envejecimiento demografico. En este proceso, la
poblacion de México completara la ultima fase de la transicion demografica
encaminandose a un crecimiento mas reducido y aun perfil envejecido en donde: la
edad media pasara de 29 afios en 2010 a 31 en 2020 y a 38 en 2050. Este aumento
de la poblacién adulta repercutird en una mayor prevalencia de la DT2 y otras
enfermedades cronicas degenerativas que no conducen a la muerte inmediata pero
que son grandes consumidoras de servicios de salud con el consecuente impacto
financiero (23).

La morbilidad y la mortalidad de la DT2 ha sido creciente en México, sobre todo a

partir de los afios 60’s lo cual puede deberse tanto al incremento en la esperanza de

16



vida, como a una mayor exposicion a los factores de riesgo relacionados con el estilo
de vida occidental que operaron en los afos previos (24). En 1980, la diabetes
mellitus no se encontraba entre las cinco principales causas de muerte entre
hombres de 45 a 64 afios; sin embargo, en 2007 la proporcidon de muertes por esta
enfermedad aumentd a 18.4%. Al igual que entre hombres, la diabetes mellitus ha
cobrado cada vez mas muertes de mujeres adultas, hasta ocupar incluso el primer

lugar en importancia, multiplicando su valor por 2.6 en transcurso de los 27 afios (25)

(Figura 6)
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Figura 6. Distribucion de las principales causas de muerte entre los adultos maduros (45 a 64 afios), 1980-
2007 (25).

Recientemente, la diabetes, las enfermedades isquémicas, las hipertensivas, las
cerebrovasculares, la nefritis y nefrosis estaban en los primeros diez sitios entre las

principales causas de muerte en el periodo 2000-2007, para ambos sexos. En
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particular, la diabetes mellitus que en 2000 tenia una tasa de 46.2 muertes por 100

mil habitantes, 12 afos después este valor se incrementa a 72.7 muertes, creciendo

57.4%. Cuando se acota el grupo de edad para adultos de 20 afos o mas de edad,

las tasas de mortalidad por diabetes alcanzan valores de 106.8 y 117.5 muertes por

mil adultos en 2006 y 2012, respectivamente (23) (Tabla 3).

Tabla 3. Principales causas de muerte para ambos sexos en México en 2000 y 2012.

2000 Orden 2012
Causa Tasa Causa Tasa
Total 433.7 5141
Diabetes mellitus 46.2 1 Diabetes mellitus 72.7
Enfermedades isquémicas del corazén 43.7 2 Enfermedades isquémicas del corazén 63.3
Enfermedad cerebrovascular 25.2 3 Enfermedad cerebrovascular 27.3
Cirrosis y otras enfermedades crénicas 25.2 4 Cirrosis y otras enfermedades crénicas 24.7
del higado del higado
Enfermedad pulmonar obstructiva 15.8 5 Infecciones respiratorias agudas bajas 22.0
cronica
Infecciones respiratorias agudas bajas 141 Agresiones (homicidios) 19.2
Asfixia y trauma al nacimiento 11.7 Enfermedad pulmonar obstructiva 16.4
crénica
Agresiones (homicidios) 10.6 8 Enfermedades hipertensivas 14.6
Nefritis y nefrosis 9.7 9 Asfixia y trauma al nacimiento 12.3
Enfermedades hipertensivas 9.7 10 Nefritis y nefrosis 10.2
Desnutricién caldrico proteica 8.8 11 Enfermedades infecciosas intestinales 6.6
Accidentes de vehiculos de motor 8.4 12 Accidentes de vehiculo de motor 6.5
(transito) (transito)
Tumor maligno de traquea, bronquios y 6.2 13 Desnutricién caldrico proteica 55
pulmén
Peatén lesionado en accidentes de 5.5 14 Tumor maligno de traquea, bronquitis y 5.0
vehiculo de motor pulmén
Enfermedades infecciosas intestinales 5.2 15 Peatén lesionado en accidente de 4.8
vehiculo de motor
Causas mal definidas 8.6 Causas mal definidas 9.1
Las demas causas 94.0 Las demas causas 109.1

CONAPO (23).
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De manera general pero no menos importante y centralizandose en el contexto
nacional se puede definir que la DT2 en México se asocia a una multiplicidad de
condiciones donde el proceso de envejecimiento, la genética, el medio ambiente y la
cultura, interaccionan de una manera compleja dando como resultado un incremento
impresionante de la enfermedad particularmente en grupos sociales que han mudado
rapidamente del estilo de vida tradicional al moderno. De manera especial se ha
sefalado que la obesidad, el sedentarismo y el estrés pueden favorecer la
presentacion de estas y otras enfermedades (26).

Se ha discutido que la ocurrencia de DT2 puede deberse a una susceptibilidad
diferencial de las poblaciones, tanto desde el punto de vista genético, como por
exposicion a distintos factores ambientales. A su vez, la DT2 tiene una buena
respuesta al tratamiento médico que repercute en una mayor sobrevida, lo que hace
que aumente la prevalencia de la enfermedad de manera progresiva. Se sabe que
las poblaciones de origen rural tienden a cambiar sus estilos de vida al emigrar a las
ciudades o bien al confrontar cambios culturales derivados del desarrollo econémico
y la movilidad social. Esto pudiera conducir a una mayor exposicion a factores de
riesgo. El impacto de este proceso es mayor en grupos de escasos recursos ya que
estos no tienen las ventajas de otros grupos sociales que cuentan con mejores
conocimientos sobre medidas de proteccion a la salud (27). Se considera, que las
dos primeras etapas de la historia natural de la DT2 son la predisposicion genética y
la hiperinsulinemia, y que podrian presentar un vinculo antropolégico ya que las
tasas mas altas se observan en poblaciones que han sido objeto de una modificacién

rapida del estilo de vida (28).
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La mayoria de los pacientes con DT2 son obesos, y la epidemia mundial del
sobrepeso y obesidad explica en gran medida el aumento dramatico en la incidencia
y prevalencia de DT2 en los ultimos afios. El exceso de peso es un factor de riesgo
establecido para la DT2; al respecto, recientes estudios han identificado vinculos
entre la obesidad y la DT2 que involucran citocinas proinflamatorias (TNFa y la IL-6),
resistencia a la insulina, alteracion del metabolismo de los acidos grasos y procesos
celulares como la disfuncion mitocondrial y estrés del reticulo endoplasmico (RE); no
obstante, no todas las personas obesas desarrollan DT2. Por lo que, estudios
genéticos adicionales pueden ayudar a dilucidar vias fisiopatoldgicas comunes
adicionales para la obesidad y la diabetes e identificar nuevos y prometedores
objetivos de tratamiento.

En nuestro pais, las tendencias de sobrepeso y obesidad en las diferentes encuestas
nacionales muestran un incremento constante de la prevalencia a lo largo del tiempo.
De 1980 a la fecha, la prevalencia de sobrepeso y obesidad en México se ha
triplicado, alcanzando proporciones alarmante (29). En 1993, resultados de la
Encuesta Nacional de Enfermedades Croénicas (ENEC 1993) mostraron que la
prevalencia de obesidad en adultos era de 21.5 %, mientras que en la Encuesta
Nacional de Salud 2000 (ENSA 2000) se observé que 24 % de los adultos en nuestro
pais la padecian y, actualmente con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT 2006), se encontrdé que alrededor de 30 % de la poblacion mayor de 20
afios (mujeres, 34.5 %, hombres, 24.2 %) tiene obesidad (30). En la actualidad, mas
del 70 % de la poblacién adulta (mujeres, 73 %; hombres, 69.4 %), entre los 30 y los

60 afos, tiene exceso de peso (sobrepeso + obesidad). Al igual que en la diferencia
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de género, la obesidad es mas comun en la poblacion de escasos recursos y nivel
educativo bajo (31, 32).

Respecto a las diferencias de sobrepeso y obesidad entre poblaciéon urbana y rural a
nivel nacional; no existen diferencias en las prevalencias de sobrepeso (urbana
38.8% vs. rural 39.1%). Sin embargo, la prevalencia de obesidad fue 28.5% mas alta
en las localidades urbanas (urbana 34 % vs rural 26.5 %)

En la Tabla 4 puede observarse las tendencias de las categorias de IMC en el
periodo 2006-2012 de la poblacion rural del sureste del pais. La prevalencia de
sobrepeso y obesidad en el periodo 2006-2012 (IMC >25 kg/m?) en mujeres fue (82.1
vs 80% respectivamente) observandose una disminucion de 2.6 %; en hombres (61.9
vs 76.5 %, respectivamente) observandose un incremento de 23.6 %. El incremento
en la prevalencia de obesidad 2006-2012 (IMC > 30 kg/m?) fue 305.5 % mas alta en
hombres (44.6%) que en mujeres (11.0%).

En este analisis de tendencias de las categorias de IMC en poblacion rural en el
sureste del pais, se observé que en el periodo de 2006 a 2012 la prevalencia de
sobrepeso y obesidad se incrementé 10.9 y 44.5 %, respectivamente. Si bien la
tendencia de sobrepeso disminuyd 17.2 % en mujeres entre el afo 2006 y 2012, la

de obesidad aumentoé Unicamente 11 %.
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Tabla 4. Tendencias de las categorias de IMC en el periodo 2006-2012 de la poblacion rural del
sureste del pais.

Entidad Federativa Condicion ENSANUT 2006 (%) ENSANUT 2012 (%)
Yucatan Masculino
Sobrepeso 50.6 43.3
Obesidad 229 34
Sp+0O 73.5 77.3
Femenino
Sobrepeso 42.7 321
Obesidad 36.4 51
Sp+0O 79.1 83.1
Campeche Masculino
Sobrepeso 34.6 415
Obesidad 27.5 35.1
Sp+0 62.1 76.6
Femenino
Sobrepeso 35.9 32.9
Obesidad 43.2 49
Sp+0 791 81.9
Quintana-Roo Masculino
Sobrepeso 30.5 434
Obesidad 19.6 31.9
Sp+0O 50.1 75.3
Femenino
Sobrepeso 40.3 434
Obesidad 48 31.9
Sp+0 88.3 75.3
Peninsula Masculino
Sobrepeso 38.6 42.8
de Obesidad 23.3 33.7
Sp+0O 61.9 76.5
Yucatan
Femenino
Sobrepeso 39.6 32.8
Obesidad 425 47.2
Sp+0 82.1 80

SP+0: sumatoria de la prevalencia de sobrepeso mas obesidad (33)

El desafio para la sociedad y el sistema de salud es enorme, debido al costo
econdmico y la pérdida de calidad de vida para quienes padecen diabetes y sus
familias, asi como por los importantes recursos que requieren en el sistema publico
de salud para su atencién. En México, las estimaciones existentes son muy variables

con calculos de costos de atencidon por paciente que van desde 700 hasta 3,200
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dolares anuales (34), lo que se traduce en 5 a 14% del gasto en salud destinado a la
atencion de esta enfermedad y sus complicaciones (35, 36).

Actualmente, del total de la poblacion de adultos en México, 9.17% (IC95% 8.79%-
9.54%) reporté tener un diagndstico previo de diabetes por un médico, lo que

equivale a 6.4 millones de personas.

1.2.4. Poblacién indigena y epidemiologia

El creciente interés internacional sobre las necesidades sanitarias y socio-politicas
de las poblaciones indigenas se reflejé en la declaracion de la ONU de 2007 sobre
los Derechos de los Pueblos Indigenas (37). Esta declaracion reconoce que las
comunidades indigenas incluyen a algunas de las poblaciones mas pobres y
marginadas. Si bien la diabetes es una epidemia en todo el mundo, los pueblos

indigenas soportan una carga desproporcionada.

Las comunidades indigenas representan mas de 370 millones de personas en 90
paises; mas del 5% de la poblacion mundial (38). De las 6.000 culturas que se
estima en el mundo, entre 4,000 y 5,000 son aborigenes, repartidos por el mundo,

desde el Artico hasta el Pacifico Sur (39).

México, se reconoce como una nacion pluricultural, sustentada originalmente en sus
pueblos indigenas. Actualmente el Instituto Nacional de Lenguas Indigenas (INALI),
identifico la existencia de 11 familias linguisticas indoamericanas, 68 agrupaciones
linguisticas correspondientes a dichas familias, y 364 variantes linguisticas

pertenecientes a este conjunto de agrupaciones.
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La imagen mas apremiante y constante de las comunidades indigenas es la de la
desventaja compartida en materia de salud y situacion social. El replanteamiento de
la diabetes dentro de un paradigma de determinantes sociales de la salud, la revela
como un producto de circunstancias y entornos injustos, en lugar de una enfermedad
basada unicamente en la patologia y la responsabilidad individual. Por otra parte, los
importantes obstaculos a la asistencia de los pueblos indigenas, incluida una
asistencia sanitaria fragmentada, una mala gestion de las enfermedades crénicas, y
una vigilancia sanitaria limitada o inexistente, (40) complican la gestién ya dificil de la

diabetes en las poblaciones desfavorecidas.

Ciertas poblaciones rurales del mundo, como los polinesios, los aborigenes
australianos y los indios Pima en Arizona, han mostrado una mayor susceptibilidad al
desarrollo de DT2. Se ha establecido que este problema ha surgido después de los
cambios drasticos en el estilo de vida como resultado de la migracion o cambios en
el entorno natural de estas poblaciones. La hipotesi de Neel, presenta una probable
explicacion de este fendmeno en las sociedades tradicionales que han enfrentado
periodos de escasez y abundancia, por el que un genotipo fue seleccionado y esta
asociado con la eficiencia metabdlica ahorrativa y capacidad de supervivencia (41).
Sin embargo, en las sociedades modernas con un suministro constante de alimentos,
los resultados pueden ser la obesidad, la hiperinsulinemia y la diabetes. La premisa
basica de la hipdtesis del gen ahorrativo es que ciertas poblaciones pueden tener
genes que determinan un mayor almacenamiento de grasa, que en tiempos de
hambruna representan una ventaja de supervivencia, pero en un entorno moderno

resulta en obesidad y DT2. Por otra parte, en algunas comunidades en vias de
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desarrollo (por ejemplo, los negros sudafricanos) la hipétesis del fenotipo ahorrativo
parece tener una explicacibn mejor en donde la desnutricidon perinatal, causa
disfuncioén de las células 3, no obstante esto sigue siendo un tema polémico. Varios
genes han sido identificados como candidatos para el genotipo ahorrador, incluyendo
aquellas proteinas que codifican las vias de sefializacién de la insulina y la leptina,
asi como el metabolismo intermedio de los lipidos. A manera de resumen se podria
decir que la base genética del “genotipo ahorrador” deriva probablemente de los
efectos multiplicativos de polimorfismos en varios sitios, en lugar de una sola

anormalidad reguladora (42).

Existe otra hipdtesis que sefiala a la resistencia a la insulina como un genotipo no tan
ahorrativo. Esta se pone de manifiesto al observar que, el elemento mas importante
que permitid sobrevivir a los pobladores migrantes de la ultima glaciacién durante
periodos de hambruna, fue el conservar masa muscular. EI conservar masa muscular
en periodos de hambruna implica disminuir la protedlisis y esto puede lograrse al
inducirse resistencia a la insulina (43), esto tiene fundamento al observar que el
cerebro no necesita utilizar aminoacidos como fuente principal de energia ya que
puede utilizar de manera alternativa cuerpos cetonicos (B-hidroxibutirato vy
acetoacetato) en periodos prolongados de ayuno (44), destacando la importancia de
las células adiposas en los pacientes diabéticos con obesidad; otro dato importante
es que se ha visto que los pacientes con DT2 tienen una protedlisis reducida y no se

modifica por la administraciéon de insulina (45).
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Existe una fuerte evidencia de la importancia de la susceptibilidad genética en la DT2
en poblaciones indigenas en donde existe una interaccidn entre la genética y el estilo

de vida que en estas poblaciones estan asociados con ambientes desfavorables.

Actualmente existen pocos estudios sobre la frecuencia de DT2 y trastornos
metabalicos relacionados a esta en poblaciones indigenas (Grafico 1); sin embargo,
un hecho innegable es que existe un aumento sostenido en el numero de individuos

que presentan estas alteraciones.

Todo lo antes mencionado adquiere relevancia en los resultados observados en los
estudios realizados en comunidades habitadas principalmente por indios Pima. En
1994, se realiz6é un censo en la comunidad de Maycoba y zona circundante, habitada
principalmente por indios Pima y comunidades rurales sin esta ascendencia. Sobre la
base de este censo se llevo a cabo un estudio comparativo con la comunidad Pima
viviendo en Arizona. Las tasas de prevalencia de diabetes por edad y género en las
poblaciones mexicanas y Pima de Estados Unidos fueron: entre los indios Pima de
México, 5.6% en hombres y 8.5% en mujeres, prevalencias significativamente mas
bajas que las observadas en Pima de Estados Unidos, de los cuales el 34.2% de los
hombres y el 40.8% de las mujeres tenian la enfermedad. Las prevalencias fueron
aun mas bajas en los no Pima-mexicanos, de los cuales ninguno de los hombres y
5.0% de las mujeres presentaron DT2. La prevalencia ajustada por edad y género en
los Pima de Estados Unidos fue de 5.5 veces mayor que en los Pima de México y 16

veces mayor que en los no Pimas-mexicanos.
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Dentro de estos estudios, se encuentra uno en poblacién indigena Mazateca del
estado de Oaxaca donde se incluyeron 798 sujetos de los cuales 493 fueron mujeres
(61.8%) y 305 hombres (38.2%) entre los 15 y 81 afios de edad. Se identificaron 16
sujetos con diabetes correspondiendo a una prevalencia de 2.01% (IC 95% 1.15 —
3.24), en este estudio se observo un incremento de la prevalencia con respecto a la
edad (12.2% en el grupo etario de 55 a 64 afos) y conforme aumenta el IMC (1.1%
en diabéticos con normopeso a 9.4 en diabéticos con obesidad). La prevalencia de
obesidad en este estudio fue de 8.6% en hombres y el 12.1% en las mujeres. Las
variables con mayor fuerza de asociacion con la ocurrencia de la diabetes en esta

poblacion fueron la obesidad, los antecedentes familiares de diabetes y la edad (46).

En un muestro en poblaciones rurales de Durango se incluyeron 31,028 personas,
22,890 (73.8 %) de las cuales fueron mujeres y 8,138 (26.2%), hombres. Se
detectaron 1,004 casos de DT2 (3.2%; IC 95%: 3.0 — 3.4%), 767 en mujeres y 237 en
hombres. Solamente 9.2% de los individuos estudiados fueron obesos. La mayor
frecuencia de DT2 se documentd en individuos de 60 a 69 afios de edad. Se
identificaron antecedentes familiares de DT2 en 59.5% de las personas con la
enfermedad (IC 95% 58.9 a 60.0%) y en 26.3% de las personas sanas (IC 95% 25.8
a 26.8%). Se cree que la poca prevalencia de DT2 encontrada en el presente estudio

pudiera estar relacionada con la menor frecuencia de obesidad en la poblacion (47).

Entre 1996 y 1997 por medio de un muestreo por conveniencia en un grupo de 91
indigenas Otomies entre 15 y 77 afios del estado de Querétaro se determind la
prevalencia y factores de riesgo asociadas a DT2 e hiperlipidemias; se observd una

prevalencia de 4.4% (IC 95% 0.1-8.7) de DT2, 7.2% (IC 95% 1.5-12.9) de
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hipercolesterolemia, y 26% (IC 95% 15.7-36.3) de hipertrigliceridemia. Las
concentraciones promedio de glucosa fueron de (81.0 + 24.4 mg/dL) y triglicéridos
(157.4 £ 88.9 mg/dL) estas concentraciones se incrementaron significativamente con
la edad, de igual manera para la prevalencia de hipertrigliceridemia. Este estudio
sugirid que cambios drasticos en los patrones tradicionales de alimentacion que
conservan los indigenas otomies pueden originar problemas de salud asociados a la

elevacion de lipidos en sangre y prevalencia de diabetes (48).

Otro grupo étnico estudiado han sido los Mixtecos de Huajuapan de Ledn, Oaxaca.
En donde 101 adultos con promedio de edad de 38 afios presentaron un 1.9% de
diabetes y 42 sujetos 41.6% (15 hombres y 27 mujeres) tuvieron intolerancia a la
glucosa. Aunque la poblacion en general era delgada, con un IMC de 23.0 + 2.7 kg /
m? para los hombres (n = 47) y 22.8 +/- 3.0 kg / m2 para las mujeres (n = 54), el
grupo con tolerancia normal a la glucosa tenian un IMC significativamente menor que
aquellos con intolerancia a la glucosa (IGT, por sus siglas en inglés o diabetes). En
este estudio se pudo observar que aunque la poblacidn mixteca puede estar
predispuesto genéticamente a la DT2, su estilo de vida produce un efector protector y

se puede ver al tener una prevalencia baja de DT2 (49).

Dos importantes grupos indigenas también han sido estudiados, Zapoteca y Mixe,
observandose una prevalencia ajustada por edad y género de 8.71% en Zapotecos y
6.90% en Mixes. También se establecid la prevalencia de intolerancia a la glucosa
siendo esta de 9.9% y 4.7% respectivamente. En este estudio se investigaron los
principales factores de riesgo relacionados con la aparicion de diabetes siendo:

historia familiar de diabetes (OR 4.1 IC 95% 1.9 - 8.8), obesidad (OR 3.0 IC 95% 1.6
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- 5.6), hipertension (OR 2.6 IC 95% 1.5 — 4.7) y la relacién cintura-cadera (OR 4.6 IC
95% 1.2-17.7) (50). La prevalencia de diabetes fue alto en esta poblacion, la mas alta

hasta ahora reportados en los indios mexicanos.

El sistema de salud de México se enfrenta a un enorme desafio para evitar la

propagacion avanzada de diabetes en esta poblacion susceptible.

Las zonas rurales de los paises en desarrollo tienen una baja prevalencia de la DT2,
pero en muchos paises la prevalencia esta aumentando rapidamente debido a la

creciente urbanizacion y el envejecimiento de la poblacién (51).

25m
20.0
20+
15+
10+ 8.7

5m 3.2

Prevalencia de DT2 (%)

Grafico 1. Prevalencia de DT2 en poblaciones indigenas de México.
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1.2.5. Epidemiologia en poblacion Maya (mestiza e indigena)
Hablar de los mayas resulta claro referirse al segundo pueblo mesoamericano de
México en términos numéricos y en buena medida desde el punto de vista

cuantitativo, de los habitantes de la Peninsula de Yucatan (52).

Durante muchos afos, la Peninsula de Yucatan estuvo aislada geograficamente del
resto del territorio nacional. Este acontecimiento prolongado por afos ha producido
caracteristicas especiales en la poblacion que resultan de importancia médica y de la
genética de la poblacion. Uno de los aspectos importantes es la conservacion del
componente genético unico, resultado del aislamiento antes mencionado, que como
se sabe ha influido en el desarrollo de multiples enfermedades hereditarias (53). Esto
se puede observar por la presencia y aumento en la expresion de padecimientos

autosodmicos recesivos y a la mayor frecuencia de malformaciones congénitas (54).

Respecto a la epidemiologia y alteraciones metabdlicas relacionadas a la diabetes en
esta poblacion, existe poca informacion publicada. No obstante, existen multiples y
diversos trabajos monograficos en la regidon, muchos de estos realizados por grupos

de investigacion de instituciones publicas de salud y universitarias.

En 1989 se llevd a cabo el estudio "Prevalencia de Diabetes Mellitus en la consulta
externa del Hospital General A. O'Horan" en la ciudad de Mérida (55, 56). Se
encuestaron 3,473 personas de condicidn socioecondmica baja de ambos géneros,
la mayor parte residente en zonas urbanas 2,124 (61.1%) y 1,076 (31%) de zonas
rurales. Tras una carga estandar de glucosa, los valores de glucemia fueron

normales en el 66.1% de los casos, el 22.2% mostré intolerancia a la glucosa y el
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11.7% restante se diagnostico como diabética. En este estudio no hubo diferencias
en cuanto al género en la prevalencia de DT2; no asi, en la frecuencia de intolerancia
a la glucosa donde fue significativamente mayor en mujeres que en hombres con
(13.3% y 26.6% respectivamente). También en 124 sujetos con intolerancia a la
glucosa, en 33 sujetos se establecidé el diagndstico de diabetes (26%) por lo que la
prevalencia de DT2 se incrementd un 6% lo que resulto en una prevalencia global de
17.7 %. Cabe mencionar que en este estudio se utilizé el criterio de la National
Diabetes Data Group, donde valores < 140 mg/dL se consideraron normales; y
valores entre 141 — 200 mg/dL se consideraron como intolerantes a la glucosa, y
valores > 200 mg/dL como diabéticos. En este mismo estudio se analizé la relacion
metabdlica que existe entre la obesidad y la diabetes, tomando como criterio para
considerar sobre peso y obesidad un aumento de mas del 15% del peso promedio
(57). El 51% de los sujetos estudiados presenté sobrepeso u obesidad, del 15% al
30% present6 sobrepeso u obesidad moderada y fue mayor en los hombres que en
las mujeres. ElI 30%, obesidad grave, y fue mayor en mujeres en relacion 2:1. De
manera importante se observd que la obesidad se asocié al 73% de los casos de
DT2 y no hubo diferencias en las frecuencias de obesidad entre los sujetos normales
e intolerantes a la glucosa (47% y 51% respectivamente). Al parecer la alta
frecuencia de obesidad en el grupo de sujetos estudiados explicaria en parte la alta
prevalencia de DT2 encontradas en este estudio. Ademas, que la talla fue menor en
descendientes mayas (sujetos con uno o dos apellidos mayas), 5 cm en promedio en

hombres y 4 cm en mujeres.
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En 1994, se realiz6 un estudio en 303 individuos empleados y funcionarios del
Hospital O'Horan y de la Universidad Auténoma de Yucatan, informando una
frecuencia de obesidad del 60.3%, hipercolesterolemia del 30.3%, hipertension del
14.5%, hipertrigliceridemia del 17.4%, tabaquismo del 13% e intolerancia a la
glucosa en el 12% (58). Fue evidente que la poblacién presentaba factores de riesgo
de aterogénesis y tomando en cuenta la alta prevalencia de DT2 en la regidn, se

traduce hipotéticamente en un mayor riesgo de enfermedad cardiovascular.

En un informe en 1993 donde se evaluo el perfil de lipidos de 963 sujetos de nivel
socioecondémico medio alto y alto, se observo que el 84.7% de los hombres y el
57.4% de las mujeres presentaron importantes alteraciones de lipidos en suero (59).
Al comparar los resultados con la ENEC 1993 realizada en poblacion abierta, no se
encontraron concentraciones de colesterol en sangre tan alarmantes como las
mencionadas en este estudio. No obstante llamé la atencién que el estado de
Yucatan mostré concentraciones muy altas comparadas con los otros estados de la
region en dicha encuesta nacional. Desde 1980, las principales causas de mortalidad
general en Yucatan fueron: enfermedades del corazén ocupando el 5° lugar, la
diabetes el 10° y las enfermedades cerebrovasculares el 7°. En contraste, ya en
1993 ocuparon el 1°, 5° y 3° lugar respectivamente y, dentro de las muertes por
enfermedades cardiacas, destacan las defunciones por enfermedad isquémica. Para
1996, las enfermedades del corazén y cerebrovasculares mantuvieron su lugar y la

diabetes avanzo un sitio al quedar como cuarta causa de muerte.

A partir de estos datos, se puede decir que para la poblacién del sureste el

incremento en la prevalencia de enfermedades crénicas puede explicarse por varios
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factores: el envejecimiento de la poblacién, la urbanizacién creciente que trae
consigo cambios en el estilo de vida que pueden influir en el aumento de los factores
de riesgo y la presencia de un factor coadyuvante en la estructura genética de la

poblacion.

1.3. Genética de la diabetes

Existe suficiente evidencia de que la DT2 tiene de un fuerte componente genético de
susceptibilidad. Una linea principal de evidencia es la tasa de concordancia de DT2
en gemelos monocigotos que es de aproximadamente 70% en comparacion con el
20-30% observada en los gemelos dicigotos (60, 61). Dada la penetrancia de la
enfermedad que es dependiente de la edad, es evidente que cuanto mas tiempo de
seguimiento, mayor es la tasa de concordancia de la T2D en las familias (60). El
riesgo de desarrollar la enfermedad es de aproximadamente 40% en descendientes
de uno de los padres con DT2, (62) y es mayor si la madre esta afectada (63), el
riesgo aumenta y se aproxima hasta un 70% si ambos padres padecen diabetes. En
términos de heredabilidad o valores de As, en donde el riesgo de recurrencia para un
hermano de una persona afectada dividido por el riesgo de la poblacion general,
significaria que un pariente de primer grado de un paciente con DT2 tiene 3 veces
mayor riesgo de desarrollar la enfermedad (64). Las grandes diferencias en la
prevalencia de la DT2 a través de los diferentes grupos étnicos también pone de
manifiesto un importante componente genético (65). El cambio en el entorno hacia un
estilo de vida occidental en los ultimos 50 afios ha jugado un papel clave en el
aumento de la epidemia de la DT2 en todo el mundo. Es evidente que nuestros

genes no han cambiado durante este periodo, pero esto no excluye un papel
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importante de los genes en el rapido aumento de la DT2, ya que los genes o

variantes genéticas pueden explicar como respondemos al ambiente.

No obstante, la identificacion del componente genético de esta patologia ha resultado
dificil por distintas razones entre las que se incluyen la participaciéon de un gran
numero de genes de susceptibilidad, cada uno de ellos con un efecto pequefio sobre
el riesgo, la heterogeneidad clinica del padecimiento y las diferencias en el

componente étnico particular a cada poblacién estudiada (66).

1.4. Estructura de la poblacion mexicana.

Actualmente, la mayoria de la poblacién mexicana es considerada mestiza resultado
a través de aproximadamente 500 anos de la mezcla entre, espafoles, nativos
americanos y poblaciones Africanas (67, 68). La poblacion mestiza de México revela
su estructura genética, a través de sus diferentes componentes ancestrales, nativo
americanos (45%) europeo (50%) y con bajos niveles de ascendencia Africana (5%)
(69). El proceso de mezcla presupone el contacto de poblaciones ancestrales que
han estado previamente en relativo aislamiento una de otra, y han generado una
poblacion hibrida, mientras que la estructura genética poblacional describe la
presencia de individuos o subpoblaciones con diferencias significativas en los
componentes de mezcla (70-72). Por lo que, un mestizo mexicano se define como
una persona nacida en el pais, que tiene un apellido de origen esparfol, con
antecedentes familiares de ancestros mexicanos en al menos tres generaciones

atras (73).

34



En Latinoamérica, las poblaciones mestizas (hibridas) se han generado desde la
época del contacto europeo con el nuevo mundo en 1492, y actualmente reflejan una
estructura genética compleja de procesos de mezcla antiguos y recientes (74, 75). El
continente americano fue colonizado primero por los nativos americanos que llegaron

en los ultimos 15,000-25,000 afios de acuerdo a datos moleculares (76-81).

En México, el proceso de colonizacién Europea comenzé en 1519 cuando los
espanoles llegaron a la regién sudeste del pais (actualmente la isla de Cozumel),
pasando por el estado de Tabasco, para posteriormente establecer el primer
ayuntamiento en el nuevo mundo en el estado actual de Veracruz. Posteriormente se
produjo la conquista de las tribus Amerindias mas grandes de la época, los Mayas y
los Aztecas. Después de la conquista de Tenochtitlan, capital azteca, casi el 85% de
los conquistadores espafioles se mantuvieron en esta nueva capital. El origen de los
conquistadores espafoles fue diverso, principalmente fueron un: 35% de Andalucia;
casi el 50% de Leodn, Extremadura, de la antigua y nueva Castilla; 14% de otras
regiones de Espafia; y el restante 6% de fuera de Espafia, principalmente personas
de Portugal y Génova, Italia (82). En México, ademas de la ascendencia Europea
surgieron linajes Africanos cuando el numero de nativos disminuyd
considerablemente en algunas regiones; posteriormente, los espafoles trajeron
esclavos de varias regiones de Africa, entre ellos de Cabo Verde, Guinea, Angola y
el Congo (83). Sin embargo, habria que tener en cuenta que los genes Africanos
podrian haber llegado a México, a través de los soldados espafnoles de ascendencia
morisca, como resultado de la ocupacién islamica de la Peninsula Ibérica (84). Los

500 afios de mezcla entre los nativos americanos, los esclavos Africanos vy
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Europeos, principalmente Espafioles, ha formado la mayoria de la poblacion
contemporanea de México. En 1570, los mestizos constituian ~ 0.5%, ya para 1810
comprendia casi el 40% de la poblacion total de México (83) y en la actualidad

representan alrededor del 89% de la poblacién total.

Aunque la mayoria de los investigadores coinciden en que los paleoamericanos
(primeros habitantes de Ameérica) ingresaron al continente, a través del estrecho de
Bering hace aproximadamente 15,000 afios procedentes de Asia oriental;
recientemente se dio un giro sorprendente al obtener informacion genémica de un
individuo que murié hace aproximadamente 24,000 afios. Su ADN mostré lazos
cercanos a los nativos americanos actuales; sin embargo, al parecer no descendid
de los asiaticos del este, sino de personas que habian vivido en Europa o Asia
occidental. El hallazgo sugiere que aproximadamente un tercio de los ancestros de
los actuales nativos americanos se remonta a Eurasia occidental, y dos tercios
procedentes de Asia del este. Esto implicaria que los rastros de ascendencia
Europea detectadas previamente en modernos americanos nativos no vienen
unicamente de la mezcla con los colonizadores europeos, como la mayoria de los

cientificos habian asumido, sino que tienen raices mucho mas profundas (85).

Estudios recientes en poblaciones Latinoamericanas han demostrado la existencia
de patrones de contribucidon ancestral diferenciales entre e intra grupos, que
correlacionan con la densidad poblacional indigena antes de la conquista de América

y con los patrones de crecimiento demografico actuales en dichas regiones (75).
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I.5. Variacion genética en los individuos

La secuencia del ADN nuclear de dos seres humanos es idéntica en casi el 99.9%.
Sin embargo, es la pequefia fraccién diferente de la secuencia de ADN la
responsable de la variabilidad determinada genéticamente entre las personas.
Algunas de las diferencias en la secuencia tienen poco o ningun efecto sobre el
fenotipo, mientras que otras son responsables directas de la enfermedad. Entre estos
extremos se situan las diferencias responsables de la variabilidad fenotipica
determinada genotipicamente en la anatomia, la fisiologia, las intolerancias
alimentarias, las respuestas terapéuticas, las reacciones adversas a los
medicamentos, la susceptibilidad a infecciones, la predisposicion al cancer y quiza
incluso la variabilidad en varios rasgos de personalidad, la aptitud atlética y el talento
artistico. Uno de los conceptos importantes de la genética humana y de sus aspectos
clinicos es que la enfermedad genética es so6lo una de las manifestaciones mas
evidentes y, a menudo mas notables de las diferencias genéticas, el extremo de un
continuo de variaciones que abarca desde variaciones raras que causan
enfermedades y variantes mas comunes que pueden aumentar la predisposicion a
éstas, hasta las variaciones mas frecuentes en la poblacién sin relevancia conocida

con respecto a las enfermedades (86).

La variabilidad genética entre individuos o sea su polimorfismo es de alrededor del
0.1%. Ello representa 3 x 10° pares de bases susceptibles de presentar cambios de
un solo nucledtido o el de polimorfismos multiples. El 90% de la diversidad fenotipica
humana proviene de las variaciones heredadas en una sola base o polimorfismo de

un solo nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés) (87). Es la menor alteracion que
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puede experimentar la secuencia de ADN de un individuo, y se origina por el
intercambio reciproco de los nucledtidos: adenina, citosina, timina o guanina.
Algunos SNP desempefian un papel biolégico importante en el desarrollo de
enfermedades comunes debido a que constituyen SNP funcionales, los cuales
pueden afectar al gen, al ARNm de genes que sintetizan proteinas y a las mismas

proteinas.

De acuerdo con su importancia funcional y su amplia localizacién, ya sea en la
estructura o del ARNm de los genes que sintetizan proteinas, los SNP funcionales se
han dividido en: rSNP, estos se encuentran en los promotores de los genes que
sintetizan proteinas y afectan a los niveles de expresion génica; srSNP, se
encuentran tanto en los ARNm primarios (transcritos que contienen intrones) como
en los secundarios (transcritos que ya no contienen intrones), esto incluye a las
regiones no traducidas (5’UTR y 3’'UTR), regiones intrénicas y codificantes (sin que
ocurra un cambio de aminoacido), llegando a afectar a la estructura y funcion de los
ARN, incluyendo el corte y empalme, la regulacion de la traduccion de los ARNm a
proteinas, la funcionalidad de las proteinas y la estabilidad de los ARNm, la
poliadenilacion de los ARNm, entre otros procesos biolégicos normales de las
células-tejidos (88-90) y SNP codificantes (cCSNP) que se encuentran en los exones y
se subdividen en sinénimos (si el cambio de nucleétido no cambia aminoacido) (91) y
no sindnimos (si el cambio de nucle6tido cambia un aminoacido). Cada uno de ellos
puede afectar, en ultimo término, a la cantidad y actividad de las proteinas

codificadas en los respectivos genes
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Las enfermedades comunes como la DT2 tienen un origen multifactorial es decir,
para que se desarrollen se requiere de la participacion e interaccion de multiples
genes de baja penetrancia y factores ambientales encontrados en cada poblacion
(92, 93). Estas patologias complejas no tienen un patrén de herencia definido como
si lo tienen las enfermedades mendelianas (94). A pesar de esto, se sabe que el
componente genético y variantes comunes tipo SNP desempefian un papel
determinante en el desarrollo de estas patologias multifactoriales. Actualmente se
han descrito mas de 10 millones de SNP, aunque se ha estimado que existen
aproximadamente 20 millones de ellos, alcanzando una distribucion de

aproximadamente un SNP por cada 100-300 nucledtidos (95).

1.6. Estudios de asociacién de polimorfismos con DT2

En este tipo de estudios se buscan polimorfismos individuales de genes implicados
en la patogénesis de la enfermedad y asi, determinar si existe algun tipo de relacién
con ella, para lo que primero se deben identificar genes candidatos que se crea o se
sepa sea importantes en la patogénesis de una condicién. Este tipo de genes pueden
ser candidatos debido a un extenso estudio de la enfermedad y/o comparando los
niveles de expresion génica en tejidos normales y enfermos (a través de
microarreglos de RNA mensajero o PCR en tiempo real); el siguiente paso es
identificar los diferentes polimorfismos sobre el gen que pudieran estar afectando su
funcion, y finalmente examinar si los polimorfismos elegidos ocurren mas
frecuentemente en individuos que tienen la enfermedad con respecto a una
poblacion control, o si este tipo de variacion predice el desarrollo de la enfermedad

en un estudio de cohorte. Una de las ventajas en este tipo de estudios de asociacion
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es que los sujetos de estudio son individuos no relacionados, y no se requieren datos
fenotipicos ni genotipicos de multiples generaciones; sin embargo, una asociacion
positiva puede no ser debida siempre a un papel causal del polimorfismo. Por
ejemplo, puede haber asociaciones de falsos positivos si un grupo étnico diferente
(con distinta frecuencia del polimorfismo) esta sobrerrepresentado en el grupo de
casos o control (96). La tabla 5 describe las caracteristicas y posicion en los
cromosomas de los polimorfismos ampliamente replicados en diferentes poblaciones

y estudiados en el presente trabajo.
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Tabla 5. Descripcion de polimorfismos asociados a DT2.

Cromosoma Gen Nombre | Funcién Variante | Efecto del alelo | Poblacién Referencia
Simbolo de riesgo
10923.33 HHEX Human Factor de | rs1111875 [Funcién de la célula B | Japonesa Horikoshi y cols (Diabetologia, 2007)
Hematopoieti | transcripcion; v Sensibilidad a la
cally desarrollo de insulina Germana Schulze y cols (Diabetologia, 2007)
expressed higado y pancreas Diabetes tipo 2
homeobox
20913.12 HNF4a Hepatocyte Factor de rs1800961 [V Secrecion de | Finlandesa; Silander y cols(diabetes, 2004)
Nuclear transcripcion; T130I insulina
Factor 4, | metabolismo Diabetes tipo 2 Judia-Ashkenasi | Love y cols, (Diabetes, 2004)
alpha intermedio de
glucosa, colesterol Amish Damcott y cols (Brief Ge Rep, 2004)
y ac. Grasos
Mexicana Menijivar y cols (Clin Genet, 2008)
11p15.1 KCNJ11 Potasiumm Canal iénico rs5219 ¥ Secrecion de Caucasica- Hani y cols (Diabetologia,1998)
Inwardly- permite la salida de E23K insulina; Francesa Barroso y cols(Plos Biol,2003)
rectifying potasio. Secrecion W funcion de la célula B
Channel, de insulina Reino Unido Schwanstecher y cols(Diabetes, 2002)
subfamily J, Diabetes tipo 2 Danesa
member 11
3p25 PPARy Peroxisome Factor de rs1805192 |y Sensibilidad a la | Escandinava Altshuler y cols (Nat genet,2000)
Proliferator- transcripcion; Pro12Ala insulina en tejido | Japonesa Mori y cols (Diabetes, 2001)
actived diferenciacion  de adiposo Japonesa- Deep y cols (Nat genet,1998)
Receptor y adipocitos Diabetes tipo 2 Americana
Meta-analisis Gloyn y cols (Diabetes,2003)
Finlandesa Douglas y cols (diabetes, 2001)
9p21 CDKN2A/2B | Cyclin Gen supresor de | rs10811661 |¥ Secrecion de | Danesa Grarup y cols (Diabetes, 2007)
dependent tumor, inhibe a la insulina; Noruega Hertel y cols (Diabetologia, 2008)
kinase cinasa dependiente ¥ funcion de la célula | Francesa Duesing y cols (Diabetologia, 2008)
inhibitor de ciclina 4 (CDK4) B Coreana Lee y cols (J Hum Genet, 2008)
Japonesa Tabara y cols (Diabetes, 20099
China Wu y cols (Diabetes, 2008)
Mexicana Gamboa y cols (Diabetes, 2012)
8qg24.11 SLC30A8 solute Transportador de | rs13266634 |V Secrecion de insulina | Finlandesa Saxena y cols (Science, 2007)
carrier Zinc en varios R225W Sueca Salem y cols (BMC, Endo Dis, 2014)
family 30 tejidos. En Arabe de Tunez
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(zinc pancreas Alteracion de la | Alemana Kirchhoff y cols (Diabetologia, 2008)
transporter) | transporta Zinc al conversion de
member 8 interior  de las proinsulina a insulina
vesiculas
secretoras de
insulina
10p13 CDC123/CA | Cell division | Division del ciclo | rs12779790 |y en la funcion de la | Europea Zeggini y cols (Nat Genet, 2008)
MK1D cycle protein | celular célula B
123)/calcium/ Este de Asia Shu y cols (Plos genet, 2010)
calmodulin-
dependent Sur de Asia Kooner y cols (Nat Genet, 2011)
protein
kinase 1D) Mexicana Gamboa y cols (Diabetes, 2012)
10925.3 TCF7L2 T-cell factor | Regulaciéon de la | rs7903146 ¥ Concentracion y | Islandesa Grant y cols (Nauture, 2006)
7-like 2 expresion del gen secrecién de insulina | Danesa
del proglucagon Norteamericana
Caucasica Sladek y cols (Nature, 2007)
9931.1 ABCA1 ATP-binding | Transporte de | rs9282541 4 indice de masa | Mexicana Villareal-Molina y cols (Diabetes, 2007)
cassette colesterol y R230C corporal Villareal-Molina y cols(Diabetes, 2007)
transporter fosfolipidos a v HDL-C colesterol Villareal-Molina y cols(Diabetes, 2008)
A1 través de la
membrana Diabetes tipo 2
plasmatica
17p13.1 SLC16A11 Solute Transportador de | rs13342692 | Desconocido Mexicana SIGMA consortium (Nature, 2013)
carriers monocarboxilatos D127G
16A11
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I.7. Generalidades de los polimorfismos estudiados

1.7.1. HHEX

Originalmente designado como homeodominio rico en prolina (PRH, por sus siglas
en inglés), HHEX (Human Hematopoietically expressed homeobox) pertenece a una
gran familia de factores de transcripcion que se distinguen por contener una
secuencia de 60 aminoacidos (homeodominio) evolutivamente conservados de unién
al ADN. Se localiza en el cromosoma 10 regidén q23.33 y codifica una proteina de
270 aa y un peso molecular de 30 kDa, exhibe una forma modular que se encuentra
en la mayoria de los factores de transcripcion y se compone de tres dominios
principales: un dominio N-terminal rico en prolina (1-136 aa), el homeodominio (137-

196 aa) y una region C-terminal acida (197 a 270 aa) (Figura 7) (97).

— NT_ T cr
0 50 137 197 270

Dimerizacion Oligomerizacion Region de activacion acida |

i ' 1l ]
' " " L)

Dominio de represion Unién a ADN

Figura 7. Organizacion de dominios de HHEX.

Esquema que muestra la estructura de HHEX dividido en 3 dominios principales: dominio rico en prolina N-
terminal (verde; NT), homeodominio (azul, HD) y un dominio C-terminal acido (rojo; CT) (97).

HHEX, es un regulador involucrado en la via de sefalizacion Wnt esencial en
desarrollo de los vertebrados y es necesario para la formacién del eje del cuerpo, asi

como la formacion del sistema hematopoyético y vascular; también juega un papel
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esencial en la formacion de érganos vitales, como el higado, tiroides, corazén y
pancreas. Como factor de transcripciéon de union a ADN puede tanto reprimir o
activar la transcripcién de sus genes diana, pero se ha caracterizado mas como una
proteina represora (97). HHEX, puede regular la transcripcion directamente mediante
la union a secuencias de ADN o indirectamente mediante la modulacion de la
actividad de otros factores de transcripciébn a través de interacciones proteina-
proteina. HHEX, es un homo-oligémero in vivo e in vitro y se une cooperativamente a
los promotores que contienen multiples sitios de union PRH que estan
estrechamente agrupados. El dominio N-terminal rico en prolina proporciona una
plataforma para otras proteinas que se unen a HHEX, incluidos los miembros de la
familia de TLE conocidos co-represores, PML, la proteina quinasa CK2 vy la
subunidad C8 del proteasoma (98), también esta involucrado en la via de
senalizacion de Wnt (99, 100). Actualmente con la integracion de los estudios
completos del genoma (GWAS) se ha incrementado el numero de genes asociados
al desarrollo de DT2, este es el caso de la identificacion en el 2007 de un grupo de
genes en la region 10923.33 en fuerte desequilibrio de ligamiento que incluyen a la
enzima degradadora de insulina (IDE, por sus siglas en inglés), factor 11 de
interaccién con cinesina (KIF11, por sus siglas en inglés) y homeobox expresado en

tejido hematopoyético (HHEX, por sus siglas en inglés).

Polimorfismos dentro de la regién del gen de HHEX no manifiestan algun fenotipo,
excepto en la DT2 donde se observa una alteracién en la funcion de las células ,
(101, 102) ademas de alteraciones en la secrecion de insulina, disminucién de la

degradacion de la insulina hepatica y resistencia a la insulina, importantes en la
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patogénesis de la DT2 (103). La variante comun rs1111875, esta localizada cerca del
gen HHEX y ha sido asociada con DT2 pero con resultados controversiales. Sin
embargo, un meta-analisis publicado en abril del 2011 demostré una asociacion

significativa entre la variante rs1111875y DT2 (104).

I.7.2. HNF4a

Fue originalmente identificado en extractos de higado de rata, el Factor 4 Nuclear
Hepatico (HNF4a, por sus siglas en inglés) es un factor de transcripcion dependiente
de ligando miembro de la superfamilia de receptores nucleares (NR2A1) (105), es un
gen esencial en el desarrollo temprano, asi como en la vida adulta (106, 107); en
esta ultima etapa se expresa en higado, rifidn, pancreas, intestino, colon y en menor
proporcion en el estobmago, asi como en el endodermo visceral. HNF4a, es una
proteina que contiene dos dominios altamente conservados, el dominio de unién a
ADN (DBD, por sus siglas en inglés) y el dominio de unién a ligando (LBD, por sus
siglas en inglés), el cual solo se ha reconocido que se une al acido linoleico (C18:2)
(108). En la region N-terminal de BDB se encuentra una regién de activacion (AF1)
(109). HNF4a también contiene un dominio (F) inusualmente largo de ~ 90 aa en la

region C-terminal de la proteina con una funcion represora (110) (Figura 8).
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Dominios funcionales de HNF4a

A/B C D E F
1 464
Humanos AF-1 |DBD] H LBD | F
\—Y_J
Activacion Unidn a Unién a ligando AFT2 Represion
ADN Dimerizacién (H12)

Figura 8. Estructura de los dominios de HNF4a (111).

HNF4a se encuentra en el cromosoma 20 region g13.1-13.2. El gen se compone de

al menos 12 exones, tiene dos promotores (P1 y P2) y abarca > 60 kb. Al menos 6

isoformas de HNF4a son generados por el uso alternativo de corte y empalme en la

region C-terminal del promotor (Figura 9).

Estructura del gen de HNF4a

Promotor P1
Higado adulto
Rifén adulto
Intestino adulto
Colon adulto

Promotor P2
Higado fetal
Intestino adulto
Colon adulto
Pancreas adulto
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Figura 9. Estructura del gen HNF4a humano y las isoformas generadas por eventos de empalme

alternativo.

El gen HNF4a humano abarca ~ 74 kb y contiene dos promotores que dirigen la expresién de al menos 6
variantes de empalme. La numeracion se basa en la secuencia de aminoacidos originales. En azul se muestra un
sitio de inicio de la traduccién alternativa conservada en el promotor P1. Las letras se refieren a los dominios
funcionales de receptores nucleares (111).
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HNF4a, activa la expresion de cientos de genes, especialmente aquellos
involucrados en el metabolismo intermedio de glucosa, acidos grasos, colesterol
(112) e incluso de farmacos y xenobiéticos (113). HNF4a, esta en el centro de una
compleja red de control transcripcional que implica otros factores nucleares hepaticos
y receptores nucleares (114, 115) y estan directamente relacionado con varias
enfermedades humanas como la diabetes, hemofilia e infecciones virales como la
hepatitis B. Mutaciones en la regién del promotor que codifican a HNF4a estan
directamente relacionados con diabetes de inicio temprano (MODY1) (116). HNF4a
regula también la mayoria si no todos los genes de apolipoproteinas en el higado y

por lo tanto puede jugar un papel en la aterosclerosis.

HNF4a, se expresa principalmente en dos tejidos: 1) en el higado, se requiere para el
mantenimiento de la gluconeogénesis hepatica normal (117), 2) mientras que en las
células B pancreaticas regula la expresion de genes implicados en el metabolismo de
la glucosa y la secrecion de insulina, incluyendo la activacion de la expresion del gen
de la insulina (118). La expresion en las células B es impulsado principalmente por el
promotor P2, mientras que las transcripciones conducidos a través de P1 son

dominantes en el higado (119).

HNF4a, se encuentra en una region del cromosoma 20 que ha sido asociada con la
susceptibilidad al desarrollo de DT2 en varias poblaciones destacando los estudios
realizados en: judios Ashkenazi los polimorfismos (rs3818247 y rs1884614) (120),

en poblacion de origen Amish (Amish Family Diabetes Study) (121) se observd
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asociacion con el polimorfismo rs2425640, en poblacion Danesa (122) se asocid con
el polimorfismo rs1884614 que se localiza 4 Kb por arriba del promotor P2, en
poblacién Finlandesa se asocio el polimorfismo rs2144908 (123), y en poblacién

mestiza mexicana se asocio el rs1800961 con DT2 de inicio temprano (124).

1.7.3. KCNJ11

Las células B, son eléctricamente activas y pueden liberar insulina cuando se
exponen a concentraciones séricas de glucosa > 100 mg/dL. El potencial de
membrana en reposo de una célula B es determinado por los canales de potasio

sensibles a ATP (Katp) y tienen un valor - 70 mV.

Los canales Katp situados en la membrana de la célula beta pancreatica, son
complejos hetero-octameros (125) formados por cuatro subunidades Kir6.2
(codificadas por el gen rectificador interno, subfamilia J, miembro 11, del canal de
potasio [KCNJ11, por sus siglas en inglés]) , que forman el poro interno del canal, y
cuatro subunidades SUR1 (codificadas por el gen ABCCS8), que forma la parte
externa del canal y actua como regulador de éste (Figura 10) (126). El gen KCNJ11
consta de un solo exén que codifica una proteina de 390 aa (127). Se encuentra a

solo 4.5 Kb del gen ABCC8 en el cromosoma 11p15.1.
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Figura 10. Representacion esquematica de las subunidades de los canales KATP SUR1 y Kir6.2.

A) Se destaca la posicion relativa del polimorfismo E23K de Kir6.2 en el extremo N-terminal proximal. B) El canal
Katp €s un complejo hetero-octamero compuesto por cuatro subunidades Kir6.2 que juntos forman el poro
especifico de K *, rodeado por cuatro subunidades SUR1 (128).

Desde un punto de vista fisioldgico, cuando la célula B se encuentra en reposo los
canales de Katp estan abiertos, permitiendo la salida de potasio. Con la entrada de
glucosa en la célula y su posterior fosforilacién para incorporarse al ciclo de Krebs,
los niveles intracelulares de ATP se incrementan y cierran los canales de potasio.
Este cierre conlleva la despolarizacién de la membrana y la consiguiente apertura de
los canales de calcio dependientes de voltaje. La entrada de calcio al interior de la

célula permite la exocitosis de la insulina (Figura 11).
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Figura 11. Mecanismo de secrecion de insulina estimulada por glucosa.

La glucosa ingresa a la célula B a través del GLUT 2, posteriormente ingresa al ciclo de glucdlisis (cadena
respiratoria) produciéndose moléculas de ATP, los canales de Katp se cierran y se despolariza la membrana. Con
la despolarizacion, los canales de Ca?* controlados por voltaje se abren. EI Ca?* permite la liberacion de la
insulina previamente sintetizada y almacenada en vesiculas (129).

Dado el papel importante del canal de Katp en la homeostasis de la glucosa (130), no
es extrano que mutaciones en los genes que codifican para las dos subunidades
pueden dar como resultado tanto hipoglucemia e hiperglucemia, esto es a través de
mutaciones con pérdida de funcidon en KCNJ11 y ABCC8 que pueden causar
hipersecreciéon de insulina y mutaciones en KCNJ711 que resultan en el fenotipo

opuesto, DT2, respectivamente (131).

Hasta el momento han sido pocas mutaciones reportadas en KCNJ11, estas

principalmente causan hiperinsulinemia de la infancia ya sea reduciendo o
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suprimiendo completamente la actividad del canal de Katp. Se ha demostrado que un
polimorfismo comun, E23K, predisponen a DT2 en el adulto (132-135). El tamafio del
efecto de esta variante es pequeino (OR ~1.2), esto podria deberse a que ~ >50% de
la poblacion tiene al menos un alelo T de riesgo. Existe cierta controversia en la

literatura sobre el mecanismo por el cual esta variante predispone a DT2 (136-138).

I.7.4. PPARy

El receptor activado por proliferador de peroxisomas gamma (PPARYy, por sus siglas
en inglés), también conocido como receptor nuclear subfamilia 1 grupo C miembro 3
(NR1C3, por sus siglas en inglés), es un miembro de la subfamilia de receptores
nucleares PPAR. El gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 3 (3p25) (139) y
contiene 9 exones, abarcando cerca de 100 kb, se expresa de manera importante en
tejido adiposo, pero también en el intestino grueso y otros tejidos como el higado,
rindn, y en menor cantidad en intestino delgado y en muy pequefas cantidades en
musculo esquelético (140). Se clond por primera vez por homologia a PPAR alpha y
posteriormente fue identificado como blanco de las tiazolidinedionas (TZD) (141).
PPARYy se presenta en dos isoformas, y1 y y2, que son generados por empalme
alternativo. PPARYyZ2 tiene 30 aa adicionales a PPARy1 en la region N-terminal en
ratones (142) y 28 en humanos (143) (Figura 12). PPARy, se une como
heterodimero con miembros de la familia de receptores X retinoicos (RXR, por sus
siglas en inglés) a elementos de respuesta a PPARy (PPERs, por sus siglas en
inglés). Los dominios de unién a ligando de PPARYy reconoce varios acidos grasos

poliinsaturados, derivados de acidos grasos, y ligandos sintéticos (144, 145),
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promoviendo el reclutamiento de coreguladores transcripcionales que finalmente

favorece el reclutamiento de la RNA polimerasa Il a los promotores blanco (146).

Dominio de Dominio de Dominio de
activacion union a ADN union a ligando
independiente de
ligando
PPARy1 NI -C 477 aa
PPARy2 N-] [ F— [ | I-C 505 aa
Pro12Ala Pro115GIn Val290Met Pro467Leu
Reduccioén de la funcién Ganancia de funcion Perdida de funcién
Reduccion de la NO asociada a resistencia Resistencia a la insulina
resistencia a la insulina a lainsulina Sujetos delgados
¢ Obesidad? Obesidad Poco frecuente (solo 3 casos)
Muy frecuente Poco frecuente

Figura 12. Organizacion del gen de PPARYy.

PPARYy existe en dos isoformas, y1'y y2. PPARy2 tiene 30 aminoacidos adicionales en el extremo N-terminal con
respecto a y1. Variantes identificadas en PPARy2: Pro115GIn mutacion muy rara con ganancia de funcion
asociado con la obesidad, pero no resistencia a la insulina, dos mutaciones (Val290Met y Pro467Leu) con pérdida
de funcién asociadas con resistencia a la insulina grave, pero con peso corporal normal, y el polimorfismo
Pro12Ala altamente prevalente en PPARy2 (147).

PPARYy, esta relacionado tanto in vitro como in vivo con la diferenciacion de
adipocitos (148), y en la supervivencia y funcionamiento del adipocito maduro (149).
La expresion ectdpica de PPARYy lleva a la expresion de genes especificos del
adipocito y a la acumulacion de lipidos como los triglicéridos en numerosas células
no adiposas (150, 151). Ademas de su papel en la diferenciacion de los adipocitos,
estudios genéticos en ratones han revelado un papel esencial de PPARy en varios
tipos de células incluyendo macréfagos, epitelio vascular y células vasculares

musculares lisas (152). Ademas, PPARY regula la diferenciacion de epitelio intestinal

y existe evidencia que demuestra que PPARYy suprime la progresion del cancer de
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colon (153). De igual manera, la activacion de PPARy reprime la respuesta
inflamatoria en varios tipos de células al funcionar de manera antagénica a factores
de transcripcion proinflamatorios (154). Por lo que los agonistas de PPARy han
demostrado ser farmacos prometedores para el tratamiento de enfermedades tales

como resistencia a la insulina, aterosclerosis y ciertos tipos de cancer (145).

PPARYy, es blanco de una gama amplia de ligandos sintéticos que han demostrado
ser importantes para inducir sensibilidad a la insulina. No obstante, ha sido dificil la
identificacion de ligandos enddgenos. Numerosos estudios han caracterizado acidos
grasos oxidados y poliinsaturados como ligandos para PPARy (155) y se ha sugerido
que los ligandos enddégenos se producen durante la adipogénesis (156). PPARy ha
demostrado ser el blanco principal de las TZD en tejido adiposo, mas que en higado
y musculo esquelético en el tratamiento de DT2, lo que demuestra la importancia de
PPARYy vy el tejido adiposo en la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad a la
insulina. Las TZD inducen la aparicién de pequefios adipocitos recién diferenciados y
aumentan la masa de tejido adiposo blanco, lo que revierte la resistencia a la insulina
en dos formas. En primer lugar el nivel de acidos grasos libres circulantes se reduce
debido al aumento de la expresion de genes implicados en la absorcion de grasa y
de almacenamiento. En segundo lugar, las TZD reprimen la secrecion de TNFa e IL-
6 especificamente en tejido adiposo e inducen la secrecion de adiponectina, a través
de un mecanismo que involucra a los macrofagos, o que conduce a una mayor

sensibilidad a la insulina en el higado, el musculo y el pancreas (157).
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Aproximadamente el 15% de todo el RNAm de PPARYy es de tipo PPARy2 y esta
presente en el tejido adiposo y el higado, mientras que en los tejidos restantes no se

detecté RNAm.

Se han identificado un numero de variantes genéticas en el gen de PPARYy, estas
incluyen una mutaciéon muy rara con ganancia de funcion (Pro115GIn) asociado con
obesidad, pero no con resistencia a la insulina (158), dos mutaciones (Val290Met y
Pro467Leu) con pérdida de funcién se ha asociado con resistencia a la insulina
grave, pero con peso normal (159), una mutacion silenciosa CAC 478 CAT (160-
162), y la variante Pro12Ala altamente prevalente (Figura 12). Esta ultima es el
resultado de una mutacion CCA-a-GCA con cambio de sentido en el codon 12 del
exon B del gen PPARYy. Este exdén codifica el residuo NH2-terminal que define la
isoforma PPARyZ2 en tejido adiposo. El polimorfismo Pro12Ala se identificé por

primera vez en 1997 (163).

La primera evidencia de asociacidon entre Pro12Ala y DT2 procede de un estudio en
poblacién de japoneses-americanos, en el que se observo una frecuencia del alelo
menor (Ala) del 9.3% en sujetos con tolerancia normal a la glucosa en comparacion
con solo el 2.2% en pacientes DT2 (161). Esta asociacion del polimorfismo Pro12Ala
con DT2 se repitid recientemente en dos grandes estudios basados en poblacién

Finlandesa y Japonesa, incluyendo mas de 4.000 sujetos (164, 165).

PPARy es un regulador maestro de las relaciones entre los nutrientes, la
susceptibilidad a obesidad, control de péptidos liberados por los adipocitos, y la

sensibilidad a la insulina. Se requieren mas estudios de probables interacciones con
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moduladores independientes tales como la obesidad, la etnia, la proporcion de
acidos grasos insaturados/saturados, y otros polimorfismos genéticos comunes. La
comprension de como la modulacion especifica de PPARYy influye en el metabolismo
en seres humanos puede acelerar el desarrollo de nuevos agentes farmacoldgicos

utiles para prevenir o tratar la DT2 y trastornos relacionados (147).

1.7.5. CDKN2A/2B

CDKN2A y CDKN2B se localizan en el cromosoma 9p21, codifican para dos
proteinas: p16/NK4a y p15INK4b - que actian como inhibidores de cinasas dependientes
de ciclina 4 (CDK4) y ciclina 5 (CDKS), respectivamente. CDK4 y CDK5 se expresan
en islotes pancreaticos y adipocitos y juegan un papel importante en la regeneracion
y funcion de las células B (166). En modelos murinos, se ha demostrado que el
aumento de p15NK4b se asocia con hipoplasia de los islotes pancreaticos y una
alteracién de la secrecion de insulina inducida por glucosa (167). Por otra parte,
ratones knock-out para CDK4 desarrollaron diabetes debido a una reduccion en las
células B pancreaticas, y ratones que expresaban una CDK4 mutante, presentaron
alteraciones en la unién al inhibidor, p16'NK4a  produciendo hiperplasia pancreatica
debido a una mayor proliferacion de las células (168, 169). Estos datos sugieren
que polimorfismos situados en las cercanias de CDKN2B y CDKN2A (hasta 125 Kpb,
rio abajo) como el rs10811661 puede conferir un mayor riesgo de DT2 al afectar la
funcién de las células B(Figura 13). Sin embargo, estudios dirigidos a evaluar el
posible papel del polimorfismo rs10811661 que afecten a rasgos cuantitativos
metabdlicos asociados con el riesgo de la diabetes, tales como medidas de la funcion

de las células beta y la sensibilidad a la insulina, han dado resultados discordantes.
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La asociacion con DT2, se repitié en varias poblaciones incluyendo las de origen
danés, noruego, francés, coreano, indu, japonés, chino y mestiza mexicana (170-
176), pero no confirmado en los afroamericanos y los indios Pima (177, 178). Por
otra parte, el polimorfismo rs10811661 no se asocié con la incidencia de diabetes en

el Programa de Prevencion de la Diabetes (DPP) (179).
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Figura 13. SNPs asociados con DT2 cerca del gen CDKN2A/2B (180).

1.7.6. SLC30A8

El transportador de solutos integrante de la familia 30 miembro 8 (SLC30AS8, por sus
siglas en inglés) esta localizado en el cromosoma 8q24.11, (Figura 14) codifica al
transportador de zinc-8 (ZnT8) que se expresa predominantemente en células 3 del
pancreas endocrino y transporta zinc desde el citoplasma a las vesiculas secretorias
de insulina que puede contener hasta el 70% del contenido total y una concentracion
de 10-20 nM (181). El ligando intragranular para el Zinc es la insulina, que se
almacena en una red cristalina de hexameros insolubles donde seis moléculas de
insulina forman un complejo con dos iones Zn?* y un ién Ca?* (182). El zinc juega un
papel importante en la sintesis, almacenamiento y la secrecion de insulina. SLC30A8
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aunque se expresa en mayor proporcion en pancreas, se ha demostrado la presencia
de ARNm en adipocitos humanos; se ha visto que los iones de Zinc?* influyen en el
metabolismo del tejido adiposo mediante la regulacion de la secrecion de leptina,
promoviendo también la liberacion de acidos grasos libres y la captacion de glucosa,
esto sugiere que el metabolismo del Zn?* en los adipocitos es controlado activamente
por transportadores. Se ha documentado que los niveles de expresion de las
proteinas transportadoras son diferentes en sujetos delgados y obesos sugiriendo un
papel importante en la obesidad. También se han observado niveles diferenciales de
expresion de los transportadores entre grasa subcutanea y grasa intra-abdominal
sugiriendo de esta manera, que la actividad metabdlica en los adipocitos es hasta

cierto punto dependiente de Zn?* y de los transportadores o viceversa (183).

Cromosoma 8 8024.11 (SLC30A8)

(0 || M IIne

P231  p213 pl2 pll21 ql1.21 gl21 ql31 q2111 q212 q22.1 223 q233 q24.13 q24.22
q24.3

Figura 14. Representacion esquematica del locus de SLC30A8 en el cromosoma 8 (184).

SLC30A8 comprende 13 exones, que codifican 52 aa. Existen dos isoformas
principalmente localizadas en el pancreas que contienen 6 SNPs cada una de ellas,
dos de las cuales causan cambios en los aa en la posicion 325 de una Arg a una Trp
(rs13266634) y a GIn (rs16889462), respectivamente. Resultados de estudios de

asociacion de genoma completo (GWAS) han demostrado que el alelo C
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(rs13266634) (Figura 15), de mayor frecuencia, se asocia con un aumento modesto
en la susceptibilidad de DT2 en poblacion finlandesa, sueca, arabe de Tunez y
mestiza mexicana (170, 185, 186), pero no en poblacion libanesa y en un meta-

analisis realizado en el afio 2011 (186, 187).

18 25 27 20 27 25

OO000G OO OO0 200 OOC
,-/
)

15
N Rico en His 15

R325W

74 Citoplasma c 101

Figura 15. Estructura del transportador de zinc 8(ZnT-8).

La molécula reside en la membrana que rodea el granulo de insulina e incluye seis dominios transmembrana y las
dos colas citosdlicas (C-terminal y N-terminal). El cuarto y quinto dominio transmembrana se unen con un bucle
rico en histidina. La variante R235W se encuentra en la cola citoplasmica C-terminal de ZnT-8. Los numeros
indican los residuos de aminoacidos en cada porcion estructural de la molécula (188).

A pesar de que la variante de riesgo Arg325 (rs13266634) se asocia no sélo con la
susceptibilidad a DT2 sino también con las concentraciones mayores de proinsulina y
menor indice insulinogénico y HOMA-3, esto sugiere que existe un defecto en el
procesamiento de la insulina de células B y secrecién. Sin embargo, estas
asociaciones pueden reflejar diferencias en el aclaramiento de la insulina en vez de
la secrecion (189). Recientemente, Flannick y colegas describieron 12 mutaciones

raras con pérdida de funcidon de ZnT8 que colectivamente estan asociados con una
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disminucion del 65% en el riesgo de DT2 (190). Esto sugiere que los resultados
provenientes de GWAS deben ser adecuadamente interpretados en términos del

alelo menor ya que el rs13266634 esta asociado con la proteccion modesta a DT2.

1.7.7. CDC123/CAMK1D

La proteina de division del ciclo celular 123 y la proteina cinasa 1D dependiente de
calcio/calmodulina (CDC123/CAMK1D, por sus siglas en inglés) se localiza en el
cromosoma 10, en este sitio se localizan variantes comunes (frecuencia del alelo
menor [MAF] > 0.05) fuertemente asociadas con DT2 (Figura 16). En poblacién
Europea se asocid el rs12779790 (p = 1.2 x 1079 (191), en poblacion del este de
Asia fue el rs10906115 (p = 1.5 x 10°8) (192), en el sur de Asia el rs11257622 (p = 5.8
x 10%) (193) y en poblacion mestiza mexicana el rs12779790 (p = 0.036) (170).
Ninguna de las variantes asociadas con DT2 en este locus se localiza en regiones
exodnicas. Al realizar analisis de la funcién de las células beta (HOMA-B) y el indice
insulinogénico, ambos derivados de las medidas de glucosa e insulina en ayunas 6
30 minutos después de una carga de glucosa, demostraron asociacion del alelo de
riesgo en el locus de CDC123/CAMK1D con una reducida funcién de las células 3

(194, 195).

CDC123 esta regulado por la disponibilidad de nutrientes en levaduras y es esencial
para el inicio de la traduccion del ARNm y la sintesis de proteinas a través del

ensamblaje del complejo factor de iniciacion eucariético 2 (196, 197).

Evidencia con base en previos estudios de GWAS sugiere que una desregulacion del

ciclo celular son un mecanismo comun en la DT2; por ejemplo, sefales de asociacion
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a DT2 se encuentran cerca de los genes reguladores del ciclo celular, COKN2A/2B y
CDKAL1 (198). CAMK1D es un miembro de la familia de proteinas cinasas
dependientes de Ca?*/calmodulina que transduce sefiales intracelulares de calcio
para regular diversos procesos celulares. Tras la entrada de calcio en las células de
granulocitos y neuronas del hipocampo, CAMK1D activa la transcripcion de genes
dependientes de proteinas de union a elementos de respuesta de AMPc (CREB)
(199, 200). Dadas las funciones del calcio citosdlico en la regulacién de la maquinaria
exocitética de las células 3 y de CREB en la supervivencia de las células 3, CAMK1D

puede tener un papel en la secrecion de insulina (201).

hd rs10906108 v
CDC123/CAMKID SNPs 1534428578 | rs11257622] rs11257655| rs7077792| rs12775750|
rs11257615| rs4747963| rs11257658 | rse602570|
rs7ag4200|
CDC123++ 1 -
Scale 20 kb} |

1
hg19 chr10: | 12,285,000| 12,290,000] 12,295,000 12,300,000| 12,305,000| 12,310,000 12,315,000| 12,320,000| 12,325,000| 12,330,000

Figura 16. SNPs potencialmente asociados a DT2 en el locus CDC123/CAMK1D.

Muchos de los loci identificados mediante estudios de asociacion de genoma completo se localizan en regiones
intrénicas e intergénicas no codificantes de proteinas y es probable que contengan variantes que regulen la
transcripcion de genes. Se muestran 11 SNPs en alto desequilibrio de ligamiento con rs12779790 (LD r2 2 0.7, en
europeos), que se extienden por una region intergénica entre CDC123 y CAMK1D y también se solapan con la
region 3" no traducida. (201).

1.7.8. TCF7L2
El gen del factor 2 similar al 7 de células T (TCF7L2, por sus siglas en inglés) se ha
localizado en el cromosoma 10925.3, consta de 17 exones de los cuales al menos

cinco son empalmados alternativamente (Figura 17).
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TCF7L2 es un factor de transcripcion en la via de sefalizacion Wnt y expresado en
muchos tejidos incluyendo tejido adiposo, higado e islotes pancreaticos de
Langerhans (202). TCF7L2 es indiscutiblemente hasta el momento el gen mas
importante asociado a DT2 en diversas poblaciones, fue identificado por Decode
Genetics a principios de 2006, en una poblacién islandesa, y replicado en una
poblacién de ascendencia Europea de los E.U y otra Danesa (203), posteriormente
fue confirmada su asociaciéon con DT2 por medio de GWAS (204) y finalmente en un
meta-analisis realizado a principios de 2007 lo reafirmé como uno de los hallazgos
genéticos mas destacados relacionados con la susceptibilidad a DT2 al observar la
mayor fuerza estadistica de asociacién hasta el momento (OR 1.46 [1.42-1.51]yp =

5.4 x 10 -140) (205).

A

Exones con empalme alternativo

SNPs mas estudiados
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Figura 17. Estructura genética, proteica y polimorfismos asociados a DT2 en TCF7L2.

A) El gen TCF7L2 se encuentra en el cromosoma 10, consta de 17 exones y cinco exones con empalme
alternativo. B) La proteina se compone de dos dominios principales, uno es el dominio de unién B-cat en el
extremo N-terminal, y la caja HMG de unidon a ADN. TCF7L2 se une a un ndmero de otros factores (Groucho,
Smad, HBP1, p300/CBP y CtBP-1) (206).
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Tras el descubrimiento de esta asociacién genética, en un principio se especul6 que
TCF7L2 operaba en conjunto con la insulina para influir en la homeostasis de la
glucosa en la sangre a través de la modificacidn de los niveles del péptido similar al
glucagon 1 (GLP-1, por sus siglas en inglés), en el intestino (203). Sin embargo,
otros estudios han demostrado que la variacion genética en TCF7L2 se asocia con
aumento de la expresion y una disminucion de la secrecion de insulina, posiblemente
implicando a la célula B pancreatica (207, 208). Saxena et al. (209) informd que en
individuos no diabéticos los genotipos de riesgo se asociaban con la reduccién
sustancial en el indice insulinogénico derivado de una prueba de tolerancia oral a la
glucosa; los portadores homocigotos al alelo de riesgo tuvieron una disminucion de
casi la mitad de la respuesta de insulina a la glucosa que los no portadores, p <
0.003), pero sin aumento de resistencia a la insulina. Estos resultados sugieren que
la variante puede actuar a través de la disminucidn de la secrecion de insulina

aumentando la susceptibilidad al desarrollo de DT2.

Pocos estudios han investigan el papel de TCF7L2 sobre la secrecion de insulina en
islotes aislados. Recientemente, Shu et al. (210) informd que el silenciamiento de
TCF7L2 por RNAs pequenos de interferencia (siRNA, por sus siglas en inglés)
resultdé en una fuerte supresion de la secrecién de insulina en los islotes humanos y
de raton. Por el contrario, la sobreexpresion de TCF7L2 estimuld la secrecion de

insulina.
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No obstante, da Silva Xavier et al. (211) estudiaron el efecto del silenciamiento y
sobrexpresiéon de TCF7L2 en células [3; a través, de una gran bateria de técnicas de
fisiologia celular y confirmaron que el silenciamiento ejerce un fuerte efecto inhibitorio
de la secrecion de insulina estimulada por la glucosa, en contraste la secrecion de
insulina no fue afectada en uno de los experimentos cuando se estimuld con altas
concentraciones de K*, la disminucion de la secrecién de insulina por silenciamiento
de TCF7L2 no fue asociado con alguna disminuciéon de las concentraciones de
[Ca?*], esto sugirid que la deteccion de la glucosa (sensing) no fue afectada.
Tomando en cuenta estos datos funcionales, parece paradéjico que la disminucién
de la secrecion de insulina inducida por glucosa sea debida a la accién inhibidora del
silenciamiento de TCF7L2 ya que ninguna parte del acoplamiento estimulo-secrecion
de las células B fue alterado. Al respecto, cuando las células B se despolarizan 2.5
seg, el efecto inhibidor se limitd a un 40%. Sin embargo, las respuestas a las
despolarizaciones cortos de 0.2 seg se redujeron en un 80%. Esto es significativo
debido a que el potencial de accion de las células B es de 100 mseg (212). La
observacion de que el efecto inhibidor del silenciamiento de TCF7L2 fue
particularmente fuerte para las despolarizaciones breves, sugiere que TCF7L2 afecta
de alguna manera la distribucion de los canales de voltaje de [Ca?*]. Existe evidencia
de que la interferencia de la asociacién de los canales de [Ca?'] y granulos
secretores afecta principalmente la exocitosis desencadenada por estimulos breves
de las células B (213). Esto estaria de acuerdo con las observaciones de que altas
concentraciones de K™ extracelular pueden recobrar la secrecion de insulina en las

células B pancreédticas (214).
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A pesar de los esfuerzos de genotipado a través de la regién 10925.3, situado dentro
de un bloque de 64 kb en fuerte desequilibrio de ligamiento (LD, por sus siglas en
inglés) que contiene el exén 4 y flanqueados por dos grandes partes de intrones de
217 kb) (203, 209, 215, 216), el alelo T (rs7903146) ha sido consistentemente
asociado con DT2 en varias poblaciones incluyendo a individuos de ascendencia
Europea (203, 207, 209, 215, 217-226), Asiatica (220, 227-229), Africana (216, 220)

y en poblacion mestiza mexicana (170, 230) .

1.7.9. ABCA1
Los casetes de unién a ATP (ABC, por sus siglas en inglés) son la mas grande
familia de transportadores de membrana, estan agrupados en 7 subclases (ABCA-

ABCG). De los 48 ABCs en humanos, 13 estan en la subclase ABCA.

Mutaciones en genes ABC causan una variedad de enfermedades, incluyendo:
fibrosis quistica, degeneracion macular de Startgardt, y alteraciones en los lipidos y
metabolismo de las lipoproteinas. Todos los transportadores ABC utilizan ATP para
generar la energia necesaria para el transporte de metabolitos a través de

membranas (231).

Uno de los principales metabolitos transportados por esta familia es el colesterol.
Aunque el colesterol ha sido implicado como un sustrato directo o indirecto para al
menos 7 transportadores ABC, 4 miembros de esta familia han demostrado tener un
gran impacto en metabolismo de las lipoproteinas y la biologia celular del colesterol:
ABCA1, que media la exportacion de colesterol celular, fosfolipidos y otros

metabolitos a las HDL nascientes; ABCG1, un transportador homodimérico que
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media la exportacion de colesterol celular a lipoproteinas; y ABCG5 y ABCGS8, que
forman heterodimeros que restringen la absorcién intestinal y promueven la
excrecion biliar de esteroles. Estos 4 transportadores tienen modos comunes de
regulacion y actuan de manera coordinada para disminuir el exceso de colesterol del

plasma y tejidos.

El gen de ABCA1 contiene 147,153 pb y 50 exones; la proteina posee 2261 aa y
comprende dos mitades con similar estructura (232). Cada mitad tiene un dominio
transmembrana que contiene seis hélices y un dominio de unién a nucledtidos (NBD,
por sus siglas en inglés) que contiene dos regiones peptidicas conservadas
conocidos como Walker A 'y Walker B, que estan presentes en muchas proteinas que
utilizan ATP y una regién Walker C unica para transportadores ABC, se predice que
el extremo amino terminal de la proteina ABCA1 esta orientado hacia el citosol y dos
grandes asas extracelulares que son altamente glucosiladas y unidas por uno o mas

enlaces de cisteina (Figura 18 ) (233, 234).

S

1l

N Walker A

1l

Walker A

Walker B

Walker C
Walker B
Walker C

Figura 18. Modelo topolégico de la proteina de ABCA1.
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Este modelo se basa en los estudios de dominio de ABCA1 y su homologo estrechamente relacionado ABCR. Se
indican los sitios aproximados de glucosilacion y SS indica una unién disulfuro. NBD-1 y NBD-2 son los dominios
de unién de nucledtidos que contienen los regiones altamente conservadas Walker A, Walker B y Walker C (232,
233).

Mas de 70 mutaciones han sido identificadas en casi un tercio de los cuales son
mutaciones con cambio de sentido, la mayoria de estas mutaciones estan presentes

en sujetos con concentraciones bajas de HDL en plasma, lo que implica que juegan

un papel causal y por lo tanto en el transporte reverso del colesterol.

ABCA1, se expresa ampliamente en muchas tejidos animales, en los que pueda
tener multiples y diversas funciones (234). En este sentido, ABCA17 se ha implicado
en fenotipos tales como la enfermedad de Alzheimer (235), y el sindrome de Scott
(236). Recientemente, se encontré6 un cambio no sinénimo de secuencia (R230C)
previamente reportado como wuna variante rara o mutacion que causa
hipoalfalipoproteinemia familiar en un individuo Oji-Cree (22) y resulté ser una
variante comun en individuos mexicanos con concentraciones bajas de HDL-C. La
presencia de R230C tiene efectos sobre las concentraciones bajas de HDL-C y
varios otros rasgos clinicos como, sindrome metabdlico (237), obesidad (237), y DT2
(238). Bajo esta premisa, ABCA1 podria desempefar un papel en rasgos distintos a

las concentraciones de HDL-C.

1.7.10. SLC16A11
El transportador de solutos familia 16 miembro 11 (SLC16A11, por sus siglas en
inglés) es parte de una familia de proteinas transportadoras, conocido también como

transportadores de monocarboxilato (MCT, por sus siglas en inglés) o SLC16, y
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contiene 14 miembros de los cuales solo 6 han sido bien caracterizados (MCT1
[SLC16A1], MCT2 [SLC16A7], MCT3 [SLC16A8], MCT4 [SLC16A3], MCTS8
[SLC16A2], y MCT10 [SLC16A10]) y 4 (MCT 1-4) realizan el transporte acoplados a
protones. Se cree que todos los miembros de esta familia tienen 12 hélices
transmembrana (TMS) con dominios C terminal, N terminal en el interior de la

membrana y un gran lazo citosolico entre TM 6 y 7 (239) (Figura 19).

Motivos altamente conkervados
Caracteristicos de la
familia MCT

Figura 19. Topologia propuesta de los transportadores de monocarboxilato.
Presentan 12 hélices transmembrana (TMS) con dominios C terminal, N terminal en el interior de la membrana y

un gran lazo citosolico entre TM 6 y 7 (240)

Los MCT facilitan el transporte rapido de monocarboxilatos (piruvato, lactato, y

cuerpos ceténicos [acetoacetato y B-hidroxibutirato]) a través de la membrana
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plasmatica de las células siendo esencial para el metabolismo de hidratos de

carbono, lipidos y aminoacidos.

Se ha descrito una patologia relacionada a alteraciones en los MTCs, conocida como
hiperinsulinemia inducida por ejercicio (EIHI, por sus siglas en inglés) con
hipoglucemia, por ejemplo se han identificado mutaciones en el promotor de MCT1
que incrementan su actividad (241), esto conduce a la expresidon inapropiada de
MCT1 en células B de los islotes de Langerhans secretoras de insulina que son
normalmente desprovista de MCT1 (242). La presencia de MCT1 en las células
permite la oxidacion de lactato durante el ejercicio proporcionando mayores niveles
de ATP y por lo tanto mayor secrecion de insulina conduciendo a la hipoglucemia

observada (243).

Recientemente, en un estudio de asociacion con DT2 (244) realizado a gran escala
tanto por la densidad de SNPs (9.2 millones) como individuos analizados, en
poblacién de ascendencia mexicana (8,214 [3,848 casos y 4,366 controles]); se
identificaron 5 variantes (1 silente y 4 con cambio de sentido) (Figura 20) en la
posicion 17p13.1 localizadas en el gen SLC16A11, que ha sido poco caracterizado
hasta el momento. Estas cinco variantes estan en fuerte desequilibrio de ligamiento
(r2 =2 0.85) y cosegregan en un solo haplotipo comun en muestras de individuos de
ascendencia Latinoamericana. En este estudio, a través de una prediccion
computacional considerando cada variante como un sitio independiente se asume
como “perjudicial” a la variante con cambio de sentido D127G (rs13342692). Se ha
identificado que la expresién de SLC16A11 se observa principalmente en higado con

concentraciones incrementadas de triglicéridos intracelulares y disminuciones de,
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ésteres de colesterol y esfingomielina y aumento de lisofosfatidilcolina. Debido a que
la sintesis de triglicéridos se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico del higado, se
presume que SLC16A11 quiza tenga un papel en el metabolismo hepatico de lipidos

y que concentraciones aumentadas de triglicéridos estarian asociadas con el riesgo

de DT2 (245, 246).

A Haplotipo SLC16A11 Frecuencia de Haplotipos

g Mi 1000 genomas SIGMA
iIssense

0 Silent AFR EUR ASN MXL Al =95NA
Reference IIIIIIEIEGEGEGEGEGEGEGEGN c10: 97% 88% 70% 68% 52%

2 SNPEEEE D 2606 <1% 0% <2% 2% 0%

5 SNP (T2D risk) I D 09¢ -<29% 129% 28% 30% 48%

V113l
D127G
L187L
G340S
P443T

B Topologia del transportador de membrana SLC16A11
4 R

P

D127G L187L

G340S

Citoblasma

Figura 20. Haplotipo en SLC16A11 asociado con DT2.
A) 5 variantes (4 no sinénimas y 1 sinénima) formando un haplotipo en SLC16A11 asociadas a DT2 y
comparacion con frecuencias del proyecto 1000 genomas. B) prediccion de la topologia del transportador

SLC16A11 y la posicidn de las 5 variantes predichas (en rojo las no sinénimas y en negro la sinénima) (244).
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Il. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es la participacion de los SNPs (rs1111875) HHEX, (T1301) HNF4a (E23K)
KCNJ11, (P12A) PPARy, (rs10811661) CDKN2A/2B, (rs13266634) SLC30A8,
(rs12779790) CDC123/CAM1K, (rs7903146) TCF7L2, (R230C) ABCA1 vy
(rs13342692) SLC16A11 en las alteraciones metabdlicas y susceptibilidad a DT2 en

individuos indigenas Mayas de la Peninsula de Yucatan?
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Il. JUSTIFICACION

La diabetes es un problema mundial de salud y México no es la excepcion ya que el
numero de individuos con esta patologia se ha incrementado en las ultimas décadas
representando una substancial causa de discapacidad y muerte prematura. La
prevalencia de la diabetes en México varia a través del pais observandose un
incremento en la regidn sureste donde se localiza principalmente la poblacion
indigena maya, cuya estructura génica homogénea, representando una ventaja para
evaluar el impacto de variantes asociadas a la susceptibilidad a DT2 en el sureste del
pais ya que los patrones de la subestructura de los grupos indigenas resume la

genética de la poblacién mestiza mexicana.
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IV. HIPOTESIS

Los polimorfismos en los genes HHEX (rs1111875), HNF4a (rs1800961), KCNJ11
(rs5219), PPARYy (rs1801282), CDKN2A/2B (rs10811661), SLC30A8 (rs13266634),
CDC123/CAMK1D (rs12779790), TCF7L2 (rs7903146), ABCA1 (9282541) vy
SLC16A1 (rs13342692), participan en la susceptibilidad al desarrollo de DT2 en

poblacion Indigena maya.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la participacion de los polimorfismos rs1111875, rs1800961, rs5219,
rs1801282, rs10811661, rs13266634, rs12779790, rs7903146, rs9282541 vy
rs13342692 de los genes HHEX, HNF4a, KCNJ11, PPARy, CDKN2A/2B, SLC30A8,
CDC123/CAMK1D, TCF7L2, ABCA1 y SLC16A11 en las alteraciones del
metabolismo y su contribucion a la susceptibilidad del desarrollo de DT2 en

poblacién adulta indigena maya de la peninsula de Yucatan.
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VI. MATERIAL Y METODOS

V1.1 Tipo de estudio.

Estudio poblacional, transversal, de caso-control.

VI.2 Diseiio de estudio. Se realizé en 2 etapas.

PRIMERA ETAPA. Etapa de descubrimiento. Previa autorizacién y colaboracion de
las secretarias de salud de los estados de Yucatan, Campeche y Quintana-Roo. Se
estudié una muestra de 575 individuos de acuerdo al calculo por la férmula para una

poblacién finita con 95 % de confianza y una precision del 4 %, ver ANEXO 1.

SEGUNDA ETAPA. Estudio caso-control. Se seleccionaron individuos con
diagnéstico previo de diabetes (frecuencia del 20%) en la primera etapa del estudio y
se regresd a las comunidades para seleccionar individuos que cumplieran los
criterios de inclusion sin diabetes emparejandolos de acuerdo a edad, género y

municipio.

V1.3 Criterios de inclusion

PRIMERA ETAPA
Individuos mayores de 18 afios de ambos géneros.

Individuos pertenecientes a una poblacién indigena Maya segun la Comision

Nacional Para el Desarrollo de los Pueblos Indigenas de México (CDI) que hayan
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nacido dentro de la comunidad en 3 generaciones sin cambios de residencia de los

estados de Yucatan, Campeche y Quintana Roo

Individuos que hablen la lengua nativa.

Que acepten voluntariamente participar en el estudio con firma o huella en la carta de

consentimiento informado.

Tener ayuno de 10 a 12 horas.

SEGUNDA ETAPA

CASOS: Se seleccionaron de acuerdo al criterio de la ADA (glucosa = 126 mg/dL) o

con tratamiento con hipoglucemiantes orales y antecedente de DT2.

Controles: Sujetos con glucosa < 100 mg/dL y sin antecedentes de DT2.

V1.4 Criterio de exclusion

Individuos que no pertenezcan a una poblacion indigena Maya.

VL.5 Poblacion de estudio.

VI1.5.1 Etnia maya de la peninsula de Yucatan

La peninsula de Yucatan esta conformada por 3 estados, Yucatan que esta
conformado por 106 municipios, Campeche por 11 y Quintana Roo por 10. Habitan
1,571,646 personas identificadas como indigenas en la peninsula que corresponde al
14.1 % del total de poblacion indigena del pais (Figura 21). El criterio de uso de la
lengua maya, como el indicador principal para la identificacion de poblacion indigena
conduce a datos suficientes para establecer la fuerte permanencia numérica del

pueblo maya. Mas informacion sobre la etnia maya ver el ANEXO 2.
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Figura 21. Zona geografica ocupada por poblacion indigena maya.

V1.6 Medidas antropomeétricas y toma de muestras sanguineas.

Todos los participantes del estudio accedieron previo consentimiento informado
mediante firma o huella digital, y sus datos generales fueron recopilados mediante la
aplicacion de un cuestionario y con apoyo de un intérprete cuando fue necesario. Ver

ANEXO 3.

A cada participante se le midio la cintura, cadera y se registro el peso y talla para el
calculo del indice de masa corporal (IMC) de acuerdo a las normas antropométricas
internacionales (247). Se midi6 la presion arterial con mandmetros automaticos
(OMROM) previo reposo de al menos 15 minutos y por duplicado, en ayuno y sin
haber fumado ni ingerido café 8 horas antes de la medicion. Se utilizé un monitor
automatico de mufieca en los casos donde no fue posible hacer la lectura en el

brazo.
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Para la extraccion de sangre se tomaron en cuenta las siguientes consideraciones:
posicion sentada del paciente y ayuno de 10 a 12 horas. Se tomaron 7 mL para el
analisis del perfil bioquimico (glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL-C, LDL-C, sdLDL-
C, AST, ALT, insulina) y 2 tubos con EDTA de 4 mL para el analisis genético. Las
muestras fueron etiquetas, centrifugadas, se separd el suero y se mantuvo en
refrigeracion durante el transporte de las comunidades al laboratorio de apoyo en los
estados, donde se congelaron hasta su fecha de proceso. Para ver mas detalles de
la preparacion de reactivos, extraccion, determinacion de integridad y concentracion
de ADN, fundamento de las sondas TagMan®, amplificacion de las secuencias

blanco por PCR en tiempo real, y los protocolos de PCR utilizados ver ANEXO 4.

V1.7 Determinaciones bioquimicas

La toma de muestras sanguineas se realizd previo consentimiento informado. Se
marco la hoja de peticiébn con el numero y nombre del paciente. Se tomaron 7 mL
para el analisis del perfil bioquimico. Los métodos empleados en las determinaciones

bioquimicas se describen en el ANEXO 5.

V1.8 Seleccion de los polimorfismos de estudio
Con el objetivo de estudiar SNPs informativos en genes candidato asociados a DT2,

se seleccionaron bajo los siguientes criterios:

1. Mayor numero de réplicas de asociacién con DT2 en diferentes poblaciones.

2. Frecuencia superior al 5% (proyecto 1000 genomas) en poblacion México-

Americana.

3. Asociados a DT2 en poblaciéon mestiza-mexicana.
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4. Algunos que confieran cambios de aminoacidos.

V1.9 Sondas utilizadas para la genotipificacion

Para la genatipificacion de cada uno de los SNPs en estudio (Tabla 6), se utilizé un

ensayo TagMan que consiste en: dos iniciadores que delimitan el SNP y dos sondas

TagMan, la primera sonda reconoce el polimorfismo del Alelo 1 (fluoréforo VIC)

mientras que la segunda sonda se une al polimorfismo del Alelo 2 (fluoréforo FAM).

Tabla 6. Sondas utilizadas en el estudio.

Gen Polimorfismo | Numero de Catalogo (Applied Biosystems)

HHEX rs1111875 C_11214581_10
HNF4a rs1800961 C_7591528 10
KCNJ11 rs5219 C_11654065_10
PPARy rs1801282 C_1129864_10
CDKN2A/2B rs10811661 C_31288917_10
SLC30A8 rs13266634 C_357888_10
CDC123/CAMK1D rs12779790 C_26360618_10
TCF7L2 rs7903146 C_29347861_10
ABCA1 rs9282541 C_11720861_10
SLC16A11 rs13342692 C_26360618_10

VI1.10 Marcadores de ancestria

Para confirmar el componente indigena, un grupo de diez marcadores informativos

de ancestria (AlMs, por sus siglas en inglés) (rs4884, rs2695, rs17203, rs2862,

rs3340 rs722098, rs203096, rs223830, rs1800498 y rs281478) que principalmente
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distinguen entre ascendencia Amerindia y Europea, se realizé en 108 individuos
(248). La tasa de llamadas de genotipificacién de cada AlMs super6 el 95%, y no se

observaron genotipos discordantes en 12 muestras por duplicado.

VI.11 Analisis estadistico
Los resultados obtenidos fueron analizados con el paquete estadistico para ciencias
sociales versién 18 (SPSS 18) por sus siglas en ingles. El equilibrio de Hardy-

Weinberg fue calculado usando el programa en linea (http://ihg2.helmholt2-

muenchen.de/cgi-bin/hw/hwt.pl). La asociacion de cada SNP se realizé por medio de

regresion logistica multinomial bajo el modelo dominante y recesivo ajustado por
IMC. La comparacion de frecuencias se realizd6 por medio de la prueba de x2. Se
utilizé la prueba de t de student para analizar las diferencias de las variables
cuantitativas continuas por genotipo y fueron transformadas a logaritmos cuando fue
necesario. Debido a que los valores de HOMA-IR, HOMA-f e insulina no presentaron
una distribucion normal e igualdad de varianzas, estos fueron comparados con la
prueba U Mann-Whitney. Se realizé un analisis de regresion lineal para el estudio

genotipo-fenotipo.
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VIl. RESULTADOS

En la primera etapa del estudio, de un total de 575 individuos procedentes de 26
comunidades Mayas de la peninsula de Yucatan, 175 pertenecieron al estado de
Yucatan, 149 al estado de Campeche y 251 de Quintana Roo (Grafico 2). En esta
etapa, se observaron concentraciones de triglicéridos por encima del punto de corte
(< 150 mg/dL) y las medidas de IMC por encima de 25 Kg/m?, lo que representa altas
tasas de exceso de peso (sobrepeso y obesidad) e hipertrigliceridemia. La poblacion
fue dividida en dos grupos: en individuos con DT2 y sin DT2 (Tabla 7). Se observaron
diferencias estadisticamente significativas en los parametros de edad, ICC en ambos

generos, PAS, PAD, glucosa, triglicéridos, insulina y en el HOMA-IR.
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Grafico 2. Porcentajes muestras recolectadas por estado de la peninsula de Yucatan
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Tabla 7. Caracteristicas generales y estratificacion de la poblacién de estudio.

Poblacioén total

Individuos sin

Individuos con

DT2 DT2

N 575 460 115
Hombres (%) 101 (17.6) 83 (18.0) 18 (15.7)
Edad (afos) 441 +£15.0 42.1+£14.7 51.6 + 13.6*
IMC (Kg/m?) 295+5.1 29.5+5.1 29.3+5.0
CC (cm)

Mujeres 95.3+12.0 944 +12.3 96.9+10.6

Hombres 95.7 £ 9.1 94.8 £ 9.1 99.3+8.4
icc

Mujeres 0.92 +0.07 0.91+0.07 0.93 + 0.06*

Hombres 0.95+ 0.05 0.95 + 0.05 0.98 + 0.04*
PAS (mmHg) 127.4 £ 19.4 1254 +18.4 135.4 + 21.4*
PAD (mmHg) 80.5+11.4 79.5+10.9 84.4 +12.4*
Glucosa (mg/dL) 113.9 + 56.1 95.7 + 11 186.7 £ 93.1*
Colesterol (mg/dL) 180.4 + 38.7 179.6 + 37.8 183.3+41.9
Triglicéridos (mg/dL) 173.0 (123.0-233.0) 166 (118.0-223.0) 201.0 (149.0-290.5)*
HDL-C (mg/dL) 41.9+10.8 419+ 11.1 418194
LDL-C (mg/dL) 109.9 £ 31.3 109.7 £ 30.6 110.6 £ 32.8
sdLDL-C (mg/dL) 448 +13.5 442 +12.5 46.4 + 16.1

Insulina (MU/mL)
HOMA-IR

14.9 (8.9-28.8)

3.7 (2.2-8.1)

14.2 (8.5-25.2)

3.3 (2.0-6.4)

21.4 (11.2-49.4)*
10.2 (4.3-23.3)*

Los datos representan la media £ SD y la mediana (percentiles 25th y 75th). IMC, indice de masa corporal; PAS, presion arterial
sistolica; PAD, presion arterial diastolica; sdLDL-C, pequefas y densas particulas de colesterol LDL; HOMA-IR, modelo homeostatico

de evaluacion de resistencia a la insulina.* P<0.05.

Respecto a la clasificacion de los individuos de acuerdo al IMC (n=575), se observo

una frecuencia de: 1.1% de bajo peso, 14.9% de normopeso, 42.7% de sobrepeso,

41.3% de obesidad (Grafico 3); también se obtuvo la frecuencia de un 84% de

exceso de peso (sobrepeso + obesidad) IMC > 25 mg/kg?.
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Grafico 3. Frecuencia de bajopeso, normopeso, sobrepeso y obesidad en poblacién indigena Maya.

Debido, a que en la regidn sureste de México el promedio de estatura es una de las
mas bajas del pais, se analizé la frecuencia de obesidad ajustada por talla baja (249)
(< 1.50 m en mujeres y < 1.60 m en hombres) obteniéndose una frecuencia de: 10%

de normopeso, 13.4% de sobrepeso y 76.6% de obesidad (Grafico 4).
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Grafico 4. Frecuencia de sobrepeso y obesidad corregida por talla baja.

Se realizé un analisis comparando las frecuencias alélicas de los polimorfismos
estudiados (rs1111875, rs1800961, rs5219, rs1801282, rs10811661, rs13266634,
rs12779790, rs7903146, rs9282141, rs13342692) en poblacion Maya, con 4
poblaciones del proyecto 1000 genomas durante la primera etapa del estudio (Tabla
8). La frecuencia del alelo C de HHEX (rs1111875) fue 58.9%, superior a la reportada
en poblacion Europea, Americana y Asiatica, pero inferior a la poblacion Africana,
observandose diferencias significativas en las tres ultimas. Respecto al alelo T de
HNF4a (rs1800961) esté estuvo ausente en poblacion Africana y la frecuencia en las
poblaciones de Europa y Asia fue significativamente menor, siendo solo superior en
poblacién Americana. La frecuencia del alelo T de KCNJ11 (rs5219) fue del 34.6%,

solo inferior a la poblacion Asiatica, pero superior a las poblaciones Americana,
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Europea y Africana, observando en esta ultima una diferencia estadisticamente
significativa. En el caso del alelo C de PPARYy (rs1801282) la frecuencia obtenida fue
de 82.8%, inferior y estadisticamente diferente a todas las poblaciones del proyecto
1000 genomas. Respecto al alelo T de CDKN2A/2B (rs10811661), y del alelo C de
SLC30A8 (rs13266634), la frecuencia fue de 88.5%, y 75% respectivamente, siendo
en ambos casos, superiores a las poblaciones Americana, Europea y Asiatica, e
inferiores a la poblaciéon Africana y diferencias estadisticamente significativas en
estas dos ultimas. La frecuencia del alelo G de CDC123 /CAMK1D (rs12779790) fue
de 12.3%, siendo superior solo a la poblacion Africana e inferior a las poblaciones
Americana, Asiatica y Europea observandose diferencia estadisticamente
significativa en esta ultima. La frecuencia del alelo T de TCF7L2 (rs7903146) fue de
9%, observando diferencias estadisticamente significativas a todas las poblaciones
comparadas siendo inferior a las poblaciones Americana, Europea y Africana y
solamente superior a la Asiatica. La frecuencia del alelo T de SLC16A11
(rs13342692) y), presentd una frecuencia de 57.6% siendo inferior a todas las
poblaciones del proyecto 1000 genomas comparadas. Finalmente la frecuencia del
alelo T de ABCA1 (rs9282541), solo estuvo presente en poblacion Americana y en

muy baja frecuencia en la Africana.
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Tabla 8. Comparacion de frecuencias alélicas entre poblacion Maya y poblaciones del Proyecto
1000 Genomas.

Frecuencias alélicas (%)

SNP/Gen MYA AMR EUR AFR ASN
rs1111875 T 41.1 42.1 45 17.5 71.3
HHEX Cc 58.9 57.9* 55 82.5* 28.7*
rs1800961 Cc 89.7 88.5 96.6 100 99
HNF4a T 10.3 11.5% 3.4* 0* 1*
rs5219 Cc 65.4 69.6 66.4 96.7 62.1
KCNJ11 T 34.6 30.4 33.6 3.3* 37.9
rs1801282 G 17.2 7.5 11.7 1 4
PPARy Cc 82.8 92.5* 88.3* 99* 96*
rs10811661 C 11.5 13.5 16.5 5.3 43.7
CDKNZ2A/2B T 88.5 86.5 83.5 94.7* 56.3*
rs13266634 T 25 26.2 28.6 8.3 46
SLC30A8 Cc 75 73.8 71.4 91.7* 54*
rs12779790 A 87.7 82.6 78.2 89.6 82.9
CDC123/CAMK1D G 12.3 17.4 21.8* 10.4 171
rs7903146 Cc 91 75.4 69.3 71.5 97.2
TCF7L2 T 9 24.6* 30.7* 28.5* 2.8*
rs9282541 Cc 79.6 95.9 100 99.8 100
ABCA1 T 204 4.1* 0 0.2 0
rs13342692 C 42.4 21.8 25 36.4 11.5
SLC16A11 T 57.6 78.2* 97.5* 63.3* 88.5*

Ancestria: MYA, Maya; AMR, Americana; EUR, Europea; AFR, Africana; ASN, Este Asiatico. Alelos de riesgo a DT2 en
negritas. *P<0.05 Maya vs poblaciones del proyecto 1000 Genomas.
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Debido a que las variantes genéticas pueden tener un efecto en el aumento de la
susceptibilidad a DT2 en presencia de obesidad, se realizdé un analisis basado en los
datos de personas no diabéticos con IMC < 30 kg / m? de individuos en la primera
etapa del estudio (Tabla 9). En este analisis se incluyeron 266 individuos. Los
portadores del genotipo CT/CC en HHEX (rs1111875), tuvieron concentraciones
estadisticamente significativos mas bajas de LDL-C que el genotipo TT (p = 0.037),
mientras que los portadores del genotipo CG/GG de PPAR (rs1801282) mostraron
concentraciones significativamente mas altas de LDL-C que aquellos con genotipo
CC (p = 0.020) y una tendencia hacia el aumento de ftriglicéridos (p = 0.069).
Portadores del genotipo CT/CC de SLC30A8 (rs13266634) y AG/GG de
CDC123/CAMK1D (rs12779790), presentaron concentraciones significativamente
mas bajas de colesterol y LDL-C que los individuos con genotipo TT y AA,
respectivamente (p = 0.004, p = 0.040 y p = 0.027, p = 0.008, respectivamente).
Respecto al genotipo CT/TT de ABCA1 (rs9282541) presentaron concentraciones
significativamente mas bajas de glucosa, triglicéridos y HDL-C en comparacion con
los portadores del genotipo CC (p = 0.033, p = 0.039 y p = 3.4 x 10%). Por ultimo, los
portadores del genotipo CT/TT de SLC16A11 (rs13342692), mostraron
concentraciones mayores de insulina e indices mas altos de HOMA-IR, que los
portadores del genotipo CC (p = 0.020, p = 0.022). El resto de las variantes no

mostré ninguna correlacion con los rasgos fenotipicos evaluados.
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Tabla 9. Correlacion genotipo-fenotipo en 266 individuos no diabéticos, con IMC < 30 Kg/m? en poblacion Maya.

SNP/ Genotipo Glucosa Colesterol  Triglicéridos HDL-C LDL-C sdLDL-C Insulina HOMA-IR
Gen (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (MU/mL)
rs1111875 TT 94.7 £ 10.3 183.3 £ 30.2 155.0 (114.0-186.0) 44.1+£9.8 117.9+ 28.5 42.1£10.5 13.0 (5.4-25.6) 3.4 (1.2-5.8)
HHEX CT/CC 94.1+10.5 175.8 £ 38.7 150.5 (105.0-206.5) 42.4+11.6 106.7 + 30.2 44.1+12.4 11.3 (6.8-20.1) 2.6 (1.5-4.7)
p2 0.718 0.187 0.651 0.386 0.037 0.698 0.953 0.985
rs1800961 CcC 94.5+10.8 176.5 + 38.0 155.0 (105.0-203.3) 42.7 £ 111 109.0 + 30.7 454 +12.8 11.5 (6.6-22.1) 2.7 (1.5-5.0)
HNF4a CTT 92.7+8.6 178.5+ 36.8 135.0 (105.5-219.0) 42.4+12.3 105.3 + 28.1 39.0+8.8 11.0 (7.2-19.8) 2.5(1.6-4.7)
p2 0.251 0.722 0.867 0.870 0.416 0.050 0.585 0.819
rs5219 CcC 89.3+6.7 179.2+423 166.5 (100.8-220.8) 447 +11.0 108.8 + 34.9 44.0 + 14.0 11.1 (6.8-17.8) 2.3 (1.6-4.0)
KCNJ11 CTT 89.7+6.7 175.9 £ 39.6 139.5 (96.8-203.0) 441 £10.9 108.8 + 32.0 39.3+10.5 9.0 (56.3-15.8) 2.1 (1.2-3.6)
p2 0.781 0.681 0.419 0.784 0.998 0.214 0.344 0.326
rs1801282 CG/ GG 89.9+6.7 181.8+38.5 163.5 (109.5-219.0) 44.2 +10.0 114.2+31.0 42.3+12.1 9.2 (6.1-17.4) 2.1 (1.4-3.8)
PPARy CcC 89.1+6.5 168.3 £42.9 124.0 (89.0-195.0) 444 +12.6 98.7+34.4 40.7 £12.8 9.6 (5.5-13.4) 2.2 (1.3-3.0)
PP 0.570 0.101 0.069 0.924 0.020 0.663 0.483 0.521
rs10811661 CT/CC 91.0+9.7 176.9 + 31.1 166.0 (89.0-215.0) 42.6+8.4 114.1 + 36.3 46.7 £ 10.1 14.6 (6.0-19.6) 3.5 (1.3-4.8)
CDKN2A/2B TT 91.0+x7.4 180.7 £ 39.9 158.0 (112.8-213.3) 45.0+11.5 109.3 + 30.5 445+12.5 8.9 (5.6-15.6) 2.0 (1.3-3.6)
PP 0.143 0.701 0.470 0.414 0.562 0.595 0.900 0.959
rs13266634 TT 87.2+6.0 233.2+37.2 227.0 (142.5-346.6) 49.5+11.6 142.2+27.8 63.3 15.3 (10.7-19.3) 3.3 (2.2-4.2)
SLC30A8 CT/CC 91.2+8.1 117.3 £36.2 155.0 (106.0-209.0) 44.3+10.9 108.7 + 31.3 448 +11.7 9.2 (5.7-15.8) 2.1 (1.3-4.0)
p2 0.156 0.004 0.115 0.357 0.040 0.129 0.986 0.911
rs12779790 AA 91579 185.3 + 38.1 163.0 (113.5-227.0) 44.9+10.2 115.7 £ 32.2 46.2+12.0 9.6 (6.5-18.6) 2.2 (1.5-7.9)
CDC123/CAMK1D AG/GG 89.4+8.0 164.1 £ 33.4 130.0 (94.6-194.3) 43.0+12.9 94.8 +24.9 42.6+11.6 8.6 (4.6-14.4) 1.8 (1.0-3.3)
p2 0.309 0.027 0.117 0.505 0.008 0.986 0.947 0.443
rs7903146 CcC 91.3+7.3 183.1+ 37.6 161.0 (107.0-215.0) 44.2 +10.0 113.0+ 31.2 45.6+12.4 9.5 (6.5-16.8) 2.1 (1.4-4.3)
TCF7L2 CTT 91.6+8.0 165.8 £ 39.4 122.0 (88.0-198.0) 46.4 +14.4 97.8 +33.9 42.7+10.4 10.4 (4.5-15.8) 2.4 (0.9-3.7)
pe 0.873 0.108 0.206 0.481 0.090 0.515 0.344 0.266
rs9282541 CcC 95.1+11.1 180.0 + 38.3 155.5 (109.8-214.0) 45.0+11.2 108.9+ 31.8 43.3+12.6 12.2 (7.1-22.8) 2.8 (1.6-5.1)
ABCA1 CT/T 924 +89 171.2+ 36.2 135.0 (101.5-194.0) 38.3+10.4 107.2+27.0 46.5+10.9 10.4 (6.5-19.0) 2.4 (1.4-4.2)
p2 0.033 0.069 0.039 3.4x10° 0.666 0.338 0.297 0.178
rs13342692 CcC 94.6 + 10.0 181.1 £ 36.6 190.0 (136.8-224.5) 43.7 +12.7 106.9 + 26.4 425+ 11.6 10.7 (6.6-19.6) 2.5(1.5-4.2)
SLC16A11 CTT 94.3+10.7 176.5 + 38.8 149.0 (105.0-230.0) 423 +11.1 108.8 + 31.1 44,6 £12.7 11.8 (6.8-23.5) 2.7 (1.5-5.2)
p2 0.878 0.475 0.105 0.480 0.701 0.563 0.020 0.022

Los datos representan la media + SD y la mediana (percentiles 25 y 75). P<0.05 (negritas) modelo dominante® y recesivo . SNP, polimorfismo de un solo nucleétido; sdLDL-C, pequefias y densas

particulas de colesterol LDL; HOMA-IR, modelo homeostatico de evaluacion de resistencia a la insulina.
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En la segunda etapa del estudio, se analizaron los diez polimorfismos para evaluar la
susceptibilidad al desarrollo de DT2; a través de un estudio caso-control, que implico
126 individuos con DT2 y 126 individuos sin DT2 (Tabla 10). Las variantes
rs10811661 de CDKNZ2A/2B y rs9282541 de ABCA1 se asociaron con DT2 con una
OR de 2.015 e IC al 95% (1.010-4.022) y una p = 0.047 (bajo el modelo recesivo) y
OR de 2.292 e IC 95% (1.337 a 3.929) y una p = 0.003 (bajo el modelo dominante).
La asociacion se mantuvo incluso después de ajustar por IMC. Los grupos de casos
y controles estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg. El resto de las variantes no

mostré una asociacion con DT2.

Para visualizar los cambios en funcién de estratificar la muestra segun el estado de
obesidad en la segunda etapa del estudio, se realiz6 un analisis comparando los
parametros antropomeétricos y mediciones bioquimicas en los casos y controles
(Tabla 11). En los individuos con normopeso se observaron concentraciones
significativamente mas altas de glucosa, triglicéridos, HDL-C, insulina e indices mas
altos de HOMA-IR en los casos respecto a los controles. En los individuos con
sobrepeso se observaron niveles significativamente aumentados de la PAS, PAD,
concentraciones mas altas de glucosa, triglicéridos, insulina e indices mas altos de
HOMA-IR y concentraciones mas bajas de LDL-C en los casos respecto a los
controles. En cuanto a los individuos con obesidad se observaron concentraciones
significativamente mas altas de glucosa, insulina, e indices mas altos de HOMA-IR y

HOMA-( en los casos respecto a los controles.

Debido a las diferencias en los parametros bioquimicos dependientes del grado de

obesidad y, que alteraciones en el metabolismo de lipidos observados estarian
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ligados al desarrollo de resistencia a la insulina, se realizé un analisis de correlacion
en 101 sujetos con DT2 e IMC = 25 kg/m? entre los indices de HOMA-IR vy los
diferentes parametros bioquimicos y antropométricos, observandose una correlacion
con las concentraciones de LDL-C, ALT y glucosa (r = .207, p =.040 r = 424, p =
<01 yr = .229 y p =.023, respectivamente). Del mismo modo, se realizé la
correlacion entre los indices de HOMA-IR y los diferentes parametros
antropométricos y bioquimicos en 380 individuos normoglucémicos pero con un IMC
> 25 kg/m?, observandose correlaciones con las concentraciones de LDL-C (r = .111,
p =.032), HDL-C (r = -.217, p = <.01), triglicéridos (r = .149, p = <.01), glucosa (r =
408, p = <.01), ALT (r = .157, p = <.01), IMC (r = .408, p = <.01), circunferencia de

cintura (r =.182, p = <.01) e indice cintura-cadera (r = .155, p = <.01)

Para evaluar el efecto de las dos variantes asociadas, rs10811661 y rs9282541,
sobre las caracteristicas clinicas en individuos con DT2 se realiz6 un analisis
comparativo entre portadores y no portadores de dichas variantes (Tabla 12). El
genotipo de riesgo TT de rs10811661 se asocié con un aumento en los valores de
HOMA-B (p = 0.002). Los portadores del alelo de riesgo de rs9282541 mostraron
concentraciones significativamente mas bajas de HDL-C (p = 0.001) e indices mas
bajos de HOMA-B (p = 0.015), asi como un aumento significativo en los valores de

presion arterial sistolica (p = 0.021).

Para clarificar el efecto de la variante rs9282541 de ABCA1 en individuos con IMC <
30 kg/m? y concentraciones bajas de HDL-C (< percentil 25) se analizaron 17
individuos no diabéticos seleccionados del grupo control, y 22 individuos con DT2

(Tabla 13). Los portadores del alelo T en los controles mostraron tendencias con
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valores menores de HOMA-B = 149.1 % (79.7-214.1), HOMA-IR = 2.7 (1.3 a 3.9) y
concentraciones de insulina de 12.8 (6.1-16.5) nU/mL comparados con los no
portadores, HOMA-B = 174.4 % (124,1 a 502.5), HOMA-IR = 2.9 (1.8 a 94) y la
insulina 13.1 (8.9-40.9) uU/mL. Respecto a los portadores del alelo T en los casos se
observaron niveles significativamente mayores en las concentraciones de glucosa
208.5 + 118.0 y valores menores de HOMA-f3 = 75.6 % (20.7-144.2) comparados con
los no portadores glucosa 121.2 + 294 y HOMA-B = 201.7 %(138.7-342.1)

respectivamente.

Finalmente en la segunda etapa del estudio se analizé la asociacién del genotipo-
fenotipo en individuos con DT2 (Tabla 14). En los portadores del genotipo CT/CC en
HHEX se observaron concentraciones significativamente elevadas de sdLDL-C
respecto a los no portadores, mientras que concentraciones mas bajas de sdLDL-C
en portadores de del genotipo CT/TT en SLC16A11. En los portadores del genotipo
CT/TT de ABCA1 se observaron concentraciones significativamente mas bajas de

HDL-C que en los no portadores.
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Tabla 10. Anélisis de asociaciéon con DT2 en poblacién Maya.

Conteo de alelos

a,b 0,
SNP/Gen Cromosoma Alelo Casos (%) Controles (%) P ORIC 95 %

rs1111875 10 T 108 (42.9) 103 (40.9) 0.385¢  0.760 (0.409 — 1.412)
HHEX c 144 (57.1) 149 (59.1)
rs1800961 20 c 220 (87.3) 213 (84.5) 0.538=  0.826 (0.450 — 1.517)
HNF4a T 32 (12.7 39 (15.5)
rs5219 11 c 161 (63.9) 149 (59.6) 0.1912  0.705 (0.418 — 1.190)
KCNJ11 T 91 (36.1) 101 (40.4)
rs1801282 3 G 27 (10.7) 38 (15.1) 0.142>  0.642 (0.356 — 1.160)
PPARy c 225 (89.3) 214 (84.9)
rs10811661 9 c 15 (6) 29 (11.5) 0.047°  2.015 (1.010 — 4.022)
CDKN2A/2B T 237 (94) 223 (88.5)
rs13266634 8 T 69 (28) 62 (25) 0.873=  0.922 (0.340 — 2.500)
SLC30A8 c 177 (72) 186 (75)
rs12779790 10 A 223 (88.5) 221 (87.7) 0.8822  0.957 (0.534 — 1.714)
CDC123/CAMK1D G 29 (11.5) 31 (12.3)
rs7903146 10 c 222 (89.5) 222 (91) 0.9222  0.967 (0.492 — 1.899)
TCF7L2 T 26 (10.5) 22 (9)
rs9282541 9 c 190 (75.4) 214 (84.9) 0.003%  2.292 (1.337 — 3.929)
ABCA1 T 62 (24.6) 38 (15.1)
rs13342692 17 c 127 (50.4) 111 (44) 0.3162  0.732 (0.398 — 1.347)
SLC16A11 T 125 (49.6) 141 (56)

SNP, polimorfismo de un solo nucledtido; P y ORs calculado por regresién logistica bajo el modelo dominante 2 y recesivo ° ajustados por IMC. En
negritas los alelos de riesgo para DT2 en diferentes poblaciones estudiadas.
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Tabla 11. Caracteristicas generales de acuerdo a la clasificacion de obesidad en casos y controles.

NORMO PESO SOBRE PESO OBESIDAD

Controles Casos Controles Casos Controles Casos
N 27 25 55 42 44 59
Masculino (%) 8(29.6) 6(24.0) 15(27.3) 5(26.2) 8(18.2) 7(11.9)
Edad (afios) 60.4+15.3 57.1413.6 50.6+ 13.4 52.6+14.2 47.7+10.8 48.9+13.0
IMC (Kg/m?2) 21.642.5 22.5+1.8 27.841.2 27.8+1.4 34.744.5 34.2+44.2
CC (cm) 81.9+9.9 85.0£7.9 94.66.2 95.95.6 105.0£11.7 106.2+10.8
ICC 0.89+0.10 0.90+0.05 0.93%0.05 0.95+0.05 0.93+0.07 0.9410.07
PAS (mmHg) 128.4+21.4 128.5+16.6 131.1£23.0 142.1£24.4* 127.9+21.5 131.0£18.3
PAD (mmHg) 75.8411.6 78.0£12.2 81.74£10.0 86.4+11.9* 80.5+10.1 82.5+12.8
Glucosa (mg/dL) 88.9+5.5 223.7£152.8* 92.048.0 191.872.4* 94.3+6.1 158.6+47.5*
Colesterol (mg/dL) 173.0+36.1 171.2+38.1 183.2+38.7 177.4+45.8 177.1£32.3 177.7+38.2
Triglicéridos (mg/dL) 117.0(83.0-167.0) 176.0(130.2-248.2)* 170.0(124.0-228.0) 198.0(146.5-320.0)*  166.0(130.5-215.5)  182.0(137.0-281.0)
HDL-C (mg/dL) 49.6+11.7 41.9+11.0* 41.9+9.6 39.419.8 42.0£12.2 40.3+10.0
LDL-C (mg/dL) 104.6+33.5 98.6+24.8 113.2430.8 99.9+30.2* 102.7+27.4 106.5+30.8
sdLDL-C (mg/dL) 44.1£10.6 43.1+13.1 45.6+12.7 4124155 453+12.9 4424128
Insulina (uU/mL) 6.0(3.3-9.7) 9.7(7.3-32.4)* 13.8(7.6-19.7) 19.4(11.1-37.8)* 14.0(11.0-24.7) 24.1(17.4-48.7)*
HOMA-B (%) 86.7(44.9-125.2) 58.5(15.4-125.0) 163.8(105.7-248.0) 54.3(25.2-150.8) 195.5(137.0-307.7)  112.3(71.4-250.7)*
HOMA-IR 1.4(0.7-2.2) 4.1(2.6-16.4)* 3.0(1.7-4.5) 8.5(5.7-16.0)* 3.3(2.4-5.5) 8.7(5.6-17.3)*

Los datos representan la media + SD y la mediana (percentiles 25 y 75). *P<0.05 (negritas). IMC, indice de masa corporal; PAS, presién arterial sistélica; PAD, presién arterial diastélica; sdLDL-
C, pequeniias y densas particulas de colesterol LDL; HOMA-IR, modelo homeostatico de evaluacién de resistencia a la insulina; HOMA-, modelo homeostatico de evaluacién de la funcién de la

célula B.
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Tabla 12. Evaluacién del efecto de las variantes asociadas en los genes CDKN2A/2B y ABCA1 en individuos con DT2.

Individuos con DT2

CDKN2A/2B ABCA1
rs10811661 rs9282541
CCI/CT 1T CcC CT/TT

N 15 111 70 56
Hombres (%) 26.7 18 11.4 28.6
Edad (afios) 57.6+12.6 50.9 + 13.7 49.1+13.6 55.0+13.3
IMC (Kg/m?) 28.6+4.6 30+5.6 30.2+6.0 293147
CC (cm) 98.6 £ 11.3 98.5+ 12.1 98.3 + 12.1 98.7 £11.9
icc 0.94 £ 0.04 0.93 £ 0.06 0.93 £ 0.05 0.94 £ 0.07
PAS (mmHg) 140 £ 16.3 133.2+214 130.1 £19.2 138.8 £ 22.3**
PAD (mmHg) 80.4+9.2 83.3+13.0 819+ 124 84.3+12.9
Glucosa (mg/dL) 216.8 +115.3 177.1 £ 83 1743 +92.7 191.2+81.2
Colesterol (mg/dL) 158.9 + 32 178.9 + 41 180.6 + 44.1 171.4 £ 35.3
Triglicéridos (mg/dL) 142.0 (122.0-243.0) 190.0 (146.0-283.7) 181.0 (144.0-284.5) 192.5 (137.0-274.2)
HDL-C (mg/dL) 37.4+£10.6 40.7 £ 10.0 43.0+9.7 37.0 £9.6**
LDL-C (mg/dL) 92.5+29.7 104.7 £ 29.8 107.6 +31.4 97.7+27.3
sdLDL-C (mg/dL) 36.7+15.5 43.9+13.3 454+ 144 39.8+12.1

Insulina (MU/mL)
HOMA-( (%)
HOMA-IR

21.8 (12.9-30.1)
69.8 (39.4-129.2)
11.0 (5.8-15.1)

20.1 (11.4-40.4)
92.6 (38.0-196.7) *
7.9 (5.0-17.2)

24.0 (10.2-48.9)
112.9 (48.5-239.4)
8.7 (5.0-17.3)

17.8 (12.2-34.6)
72.4 (36.4-128.6)™
7.6 (5.0-15.8)

Los datos representan la media + SD y mediana (percentiles 25 y 75). IMC, indice de masa corporal; PAS, presion arterial sistélica; PAD, presion arterial diastélica; sdLDL-C,
pequefias y densas particulas de colesterol LDL; HOMA-IR, modelo homeostatico de evaluacion de resistencia a la insulina; HOMA-B, modelo homeostatico de evaluacion de
la funcion de la célula B. Modelo Dominante ? y recesivo . *P<0.05 (negritas).
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Tabla 13. Evaluacidn del efecto del alelo de riesgo del gen ABCA17 y concentraciones bajas de
HDL-C (< percentil 25) en individuos con IMC < 30 Kg/m?2.

Individuos sin DT2

Individuos con DT2

rs9282541 rs9282541

CcC CT/TT CcC CT/TT
n 8 9 6 16
Hombres (%) 37.5 33.3 0 37.5
Edad (afios) 53.9+13.7 55.2 +13.7 58.0 + 14.0 57.9+13.8
IMC (Kg/m?) 27.8+1.8 269+ 3.6 26.2+4.1 257+3.2
CC (cm) 96.4 + 6.1 95.0+8.2 919173 92.6 +8.8
ICC 0.95+0.03 0.96 + 0.05 0.93 £ 0.07 0.93 +0.04
PAS (mmHg) 135.5+23.2 142.6 £ 37.0 139.7 £37.0 139.9+ 194
PAD (mmHg) 87.1+7.1 83.9+15.0 81.3+20.6 834 +127
Glucosa (mg/dL) 90.5+8.3 90.8+6.0 121.2+29.4 208.5 £ 118.0*
Colesterol (mg/dL) 164.5+47.8 143.3+14.4 137.8 £29.6 152.3 + 26.1
Triglicéridos (mg/dL) 224.0(138.6-278.8) 166.0(11.5-202.0) 215.5(125.3-298.8) 247.0(163.3-362.3)
HDL-C (mg/dL) 328125 27.8+6.0 321+3.2 28.7+4.1
LDL-C (mg/dL) 101.8+41.3 87.7+154 73.9+13.2 86.5 + 26.5
sdLDL-C (mg/dL) 37.3+14.2 43.8 £ 10.1 30.6 121 33.5+14.0

Insulina (pU/mL)
HOMA-( (%)
HOMA-IR

13.1(8.9-40.9)
174.3(124.1-502.5)
2.9(1.8-9.4)

12.8(6.1-16.5)
149.1(79.7-214.1)
2.7(1.3-3.9)

33.9(11.7-64.0)
201.7(138.7-342.1)
11.3(2.6-22.5)

17.0(10.2-39.4)
75.6(20.7-144.2)*
9.2(3.5-16.0)

Los datos representan la media + SD y mediana (percentiles 25 y 75). IMC, indice de masa corporal; PAS, presion arterial sistélica; PAD, presion
arterial diastdlica; sdLDL-C, pequefias y densas particulas de colesterol LDL; HOMA-IR, modelo homeostatico de evaluacién de resistencia a la
insulina; HOMA-, modelo homeostatico de evaluacion de la funcién de la célula . *P<0.05 (negritas).
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Tabla 14. Correlacién genotipo-fenotipo en indigenas mayas con DT2.

SNP/ Genotipo Glucosa Colesterol  Triglicéridos HDL-C LDL-C sdLDL-C Insulina HOMA-IR
Gen (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (MU/mL)
rs1111875 T 203.2+129.1 177.7+38.1 198.5 (147.3-311.6) 37.0+9.5 99.5+34.8 36.6£12.7 21.8 (11.4-34.0) 8.6 (5.6-16.4)
HHEX CT /CC 175.8+71.6 176.2 +£41.3 182.0 (137.0-244.0) 41.3£10.0 104.3 £28.5 44.6 +13.6 20.1 (11.5-42.6) 7.9 (5.0-17.3)
pa 0.297 0.861 0.349 0.050 0.451 0.031 0.984 0.823
rs1800961 CcC 190.4 £ 95.6 176.8 £42.4 189.0 (138.5-282.5) 40.9 £10.6 103.9 £29.6 43.8+13.5 21.6 (12.1-40.8) 8.6 (5.1-17.4)
HNF4a CT/TT 153.3+44.6 175.6 £33.9 176.5 (139.3-283.3) 38.4+7.6 101.0+31.5 402+ 144 21.6 (11.1-34.7) 7.7 (5.2-14.8)
pa 0.050 0.887 0.474 0.337 0.652 0.316 0.767 0.315
rs5219 CcC 184.7 £ 89.5 173.5+£45.2 180.5 (135.8-294.0) 40.4+£11.7 99.1 £32.2 43.1+16.0 23.7 (12.7-49.1) 10.5 (5.8-17.6)
KCNJ11 CT/TT 1799+ 87.2 178.6 £37.2 196.0 (146.0-243.0) 40.3 £8.8 106.1 £28.2 43.0+12.5 20.1 (10.0-34.8) 8.4 (4.2-16.0)
pa 0.764 0.493 0.937 0.968 0.201 0.974 0.258 0.319
rs1801282 CG/ GG 2122 +116.2 181.0£52.1 182.0 (137.0-283.0) 40.1£9.7 107.5 +30.7 39675 19.7 (11.4-40.1) 7.9 (5.0-16.3)
PPARy CcC 1743 £78.2 175.4+£37.3 194.0 (146.8-272.0) 40.4£10.2 102.2 £29.8 43.5+14.3 22.1(14.2-45.3) 9.8 (5.3-20.0)
pb 0.061 0.721 0.322 0.900 0.434 0.398 0.851 0.768
1510811661 CT/CC 216.8 £115.3 158.9£32.0 142.0 (122.0-243.0) 37.4+10.6 92.5+29.7 36.7+15.5 21.8 (12.9-30.1) 11.0 (5.8-15.1)
CDKN2A4/2B TT 177.1 £83.0 1789 £41.0 190.0 (146.0-283.8) 40.7£10.0 104.7 £29.8 43.9+13.3 20.1 (11.4-40.4) 7.9 (5.0-17.2)
pb 0.101 0.070 0.621 0.233 0.141 0.122 0.478 0.958
rs13266634 TT 197.3+£51.9 187.4£23.1 173.0 (125.0-212.0) 43.0+£11.2 116.2 £23.0 50.2+50.4 37.2 (16.2-69.5) 17.0 (6.8-34.8)
SLC3048 CT/CC 182.3 £90.6 176.4 £41.6 191.0 (142.0-286.0) 40.3+10.0 102.7 +30.5 42.6 +14.1 19.7 (11.3-38.6) 7.9 (4.9-16.2)
pa 0.625 0.437 0.171 0.436 0.198 0.242 0.277 0.055
rs12779790 AA 181.6 £ 81.0 178.7£43.0 185.5 (143.0-285.3) 40.5+£10.0 104.2 £31.6 42.8+14.8 21.8 (11.5-39.5) 8.9 (5.4-17.5)
CDCI123/CAMKI1D AG/GG 182.5+109.4 169.2 +30.0 179.0 (122.0-263.0) 39.9+10.3 99.9+£235 43.9+8.8 17.4 (11.6-40.8) 6.9 (4.2-15.8)
pa 0.963 0.267 0.317 0.775 0.500 0.764 0.282 0.285
rs7903146 CcC 184.6 £91.5 178.3 £42.7 190.0 (140.8-286.0) 40.2+10.2 1042 +30.4 42.9+14.0 21.7 (11.4-40.3) 8.7 (5.0-17.3)
TCF7L2 CT/TT 169.5+72.3 170.1 £28.5 173.0 (143.5-257.5) 40.6 £9.7 101.5£27.0 43.6 +13.0 20.1(12.4-39.3) 6.9 (5.4-16.8)
pa 0.478 0.404 0.416 0.869 0.712 0.858 0.821 0.997
1s9282541 CC 1743 £92.7 180.6 = 44.1 181.0 (144.0-284.5) 43.0+9.7 107.6 £31.4 454+ 144 24.0 (10.3-49.0) 8.7 (5.1-17.3)
ABCAI CT/TT 191.2 £81.1 171.4£35.3 192.5 (137.0-274.2) 37.0+9.6 97.7+273 39.8+12.2 17.8 (12.3-34.7) 7.7 (5.0-15.8)
pa 0.284 0.212 0.416 0.001 0.066 0.065 0.099 0.337
1513342692 CcC 197.3+51.9 187.4 £23.1 170.5 (136.3-255.3) 43.0+£11.2 116.2 £23.0 50.2+54 17.3 (9.7-35.5) 6.5 (4.1-16.0)
SLC16A411 CT/TT 182.3 £90.6 176.4 £ 41.6 191.0 (140.0-283.0) 40.3 £10.0 102.7 £ 30.5 42.6 = 14.1 21.8 (12.7-40.5) 8.8 (5.7-17.5)
pa 0.400 0.544 0.402 0.957 0.568 0.035 0.210 0.124

Los datos representan la media + SD y la mediana (percentiles 25 y 75). *P<0.05 (negritas). IMC, indice de masa corporal; PAS, presién arterial sistolica; PAD, presion arterial
diastdlica; sdLDL-C, pequefas y densas particulas de colesterol LDL; HOMA-IR, modelo homeostatico de evaluacion de resistencia a la insulina; HOMA-, modelo homeostatico de
evaluacion de la funcién de la célula B.
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VIIl. DISCUSION

Durante las ultimas dos décadas, muchos grupos de investigaciéon han invertido
esfuerzos considerables a través de diferentes estrategias para identificar variantes
genéticas de riesgo asociadas a la susceptibilidad al desarrollo de DT2. Actualmente,
la mayoria de estos estudios han sido llevados a cabo en poblaciones Europeas y
Asiaticas. En México, pocos estudios han investigado la contribucién de estas
variantes de riesgo al desarrollo de DT2, y aun menos se ha considerado la compleja
estructura genética de la poblacidon mexicana. En este contexto, en el presente
trabajo se explord el beneficio de incluir individuos de ancestria Nativo Americana,
especificamente sujetos de origen Maya, el cual cuenta con un componente genético
ancestral homogéneo (68, 250). Por lo tanto, en el presente trabajo se estudiaron los
polimorfismos mas importantes previamente asociados a DT2 en poblaciones de
origen Europeo y Asiatico, también se incluyeron dos variantes propias de mestizos
mexicanos (ABCA1 y SLC16A11) (238, 251). En la primera etapa del estudio, las
mediciones antropométricas de la poblacion en general mostraron una alta
frecuencia de sobrepeso y obesidad en sujetos no diabéticos, esto es a pesar de las
condiciones socioecondémicas precarias de las comunidades indigenas estudiadas.
Es importante notar que al tomar en cuenta la estatura baja de la poblacion se
observé un incremento en la frecuencia de obesidad al comprarla con el criterio
comunmente establecido (41.3% a 76.6% respectivamente) Grafico 3 y 4. Estos
resultados y analisis ponen de manifiesto que la clasificacion de obesidad tomando
en cuenta la estatura baja de la poblacion Maya de la Peninsula de Yucatan resalta

una gran diferencia respecto a la clasificacion habitual de la OMS, lo que hace a esta
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poblacion ser estudiada de forma particular, acorde a la situacion real que priva en la
zona sureste del pais. Ademas, los resultados de los analisis bioquimicos revelaron
factores de riesgo importante para diabetes como son: concentraciones altas de
triglicéridos, insulina e indices altos de HOMA-IR en individuos no diabéticos (Tabla
7). Un resultado interesante en este estudio fue la coexistencia de obesidad y
pobreza, asi como la alteracion en parametros bioquimicos en sujetos no diabéticos
que habitan en zonas rurales lejanas. Por otro lado, es importante mencionar que el
20% de los participantes presentaron los criterios para ser clasificados con DT2, y

que el 60% de estos lo desconocian (252-254).

CDKNZ2A/2B es un gen supresor de tumores, al cual se le ha relacionado con la edad
y enfermedades cronicas como DT2. Este gen juega un papel muy importante en la
funcion y regeneracion de la célula B (168, 255, 256). Los resultados del presente
trabajo muestran que los sujetos diabéticos homocigotos para el alelo de riesgo
presentaron un aumento en los valores de HOMA-f. Este resultado contrasta con
reportes previos, dado que varios estudios han revelado una funcién alterada de la
célula B en los portadores del alelo de riesgo (168). La divergencia en estos
resultados podria explicarse por la presencia de otra variante funcional en fuerte
desequilibrio de ligamiento con rs10811661 con efecto desconocido (257). Los
mecanismos involucrados en este fendbmeno aun no son claros, pero un estudio
reciente en poblacion Sueca mostré que CDKN2B esta altamente expresado en
tejido adiposo, ademas su expresion se encuentra regulada por la obesidad y existe
una covariacion con genes relacionados a adipogénesis, incluyendo marcadores de

esteatosis hepatica (258). Otro estudio pero en ratones demostré que la insulina es
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capaz de activar a la ciclina D1 dependiente de cinasa 4 (CDK4, por sus siglas en
inglés), que suprime la produccion de glucosa hepatica a través de la histona
acetiltransferasa GCN5 (general control non-repressed protein 5) y PGC-1a
(peroxisome-proliferator-activated receptor y coactivator-1a), independientemente del
ciclo celular, como consecuencia alteraciones en la ciclina D podrian tener impacto
en el metabolismo de glucosa (259). De esta manera, considerando las
observaciones en el presente trabajo en poblacion Maya y la constante replicacion de
esta variante en otros grupos étnicos que incluyen a los mestizos mexicanos,
Europeos y Asiaticos, (170, 173, 260) se puede especular que esta variante
contribuye al desarrollo de DT2, posiblemente a través de alteraciones en el

metabolismo de lipidos y glucosa.

La segunda variante asociada a DT2 fue rs9282541 (ABCA1). En un estudio previo,
se reportd la asociacion de esta variante con DT2 en mestizos mexicanos,
encontrandose una frecuencia en diabéticos del 24.5% (238); y en el presente
estudio fue significativamente mas alta comparada con el estudio previo (44.4%, p =
0.0001). La DT2 comunmente ocurre en un contexto de alteraciones en el
metabolismo de lipidos (261) y debido a que las concentraciones bajas de HDL-C
relacionados con la variante en ABCA17 es una de las anormalidades del perfil de
lipidos mas frecuentes en México (237, 238, 262) y que estas concentraciones bajas
son un factor de riesgo independiente para el desarrollo de DT2 (263), dio pie a
investigar, si los niveles bajos de HDL-C son simplemente un marcador de mayor
riesgo metabdlico, o si concentraciones bajas de HDL-C y alteraciones de la salida

del colesterol conferidas por ABCA1 puede realmente jugar un papel importante en la
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patogénesis de la DT2 en poblacién Maya a través de sus efectos en la célula 3. En
un intento por disectar estos fendmenos, se llevd a cabo una evaluacion mas

profunda en individuos con y sin DT2.

Al evaluar el efecto del alelo de riesgo en sujetos diabéticos, se observd que los
portadores del alelo T del rs9282541 no presentaron diferencias en las
concentraciones de colesterol total, pero si indices significativamente bajos de
HOMA-B comparados con los portadores del genotipo CC (Tabla 12). De acuerdo a
estos resultados, en un estudio reciente en ratones carentes de ABCA7 sblo en
células B, presentaron concentraciones normales de colesterol en plasma, pero con
una acumulacién de colesterol en los islotes y una severa alteracién de la funcién en
la célula B y de la tolerancia a la glucosa (264). Por otra parte, en ratones en donde
fue bloqueado el gen ABCA1 solo en adipocitos (ABCA7-2%-ad) cuando estos fueron
alimentados con una dieta alta en grasa y colesterol, mostraron un aumento en el
almacenamiento de colesterol y triglicéridos en tejido adiposo, asi como un aumento
en la ganancia de peso. Asociado a estos fenotipos se observaron cambios
significativos en la expresion de genes involucrados en la homeostasis de colesterol
y glucosa, lo que dio como resultado una intolerancia a la glucosa, baja sensibilidad a
la insulina y disminucion en la secrecién de la misma (265). Las concentraciones
bajas de HDL-C y presion arterial sistélica alta en los portadores del alelo T en este
estudio podrian sugerir una aparicion temprana de complicaciones en los individuos

Mayas con DT2 (Tabla 12).

Por otra parte, los resultados observados en individuos solo con concentraciones

bajas de HDL-C, que no portaron el Alelo T de ABCA1 y sin DT2 (Tabla 13) podrian
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sugerir que, tienen una tendencia a una disminucién de la sensibilidad de la insulina,
y una funcién compensatoria aumentada de la funcién de las células B cuando se
compararon con los portadores (HOMA-B = 174.3 % (124.1- 502.5) , 149.1% (79.7 a
214.1), p = 0.061 y HOMA-IR = 2.9 (1.8 a 9.4), 2.7 (01.03 a 03.09), p = 0.158,
respectivamente); sin embargo, a pesar de mostrar una tendencia a la disminucion
de la funcion de las células B en los portadores, aun es suficiente para mantener las
concentraciones normales de glucosa. A pesar que en esta estrategia de analisis fue
reducido el numero de individuos por grupo, es posible que una combinacion de
concentraciones bajas de HDL-C y portar el alelo T del gen ABCA1 podria acelerar el
inicio de la DT2 en poblacion adulta indigena Maya. Sin embargo, estos hallazgos
habria que tomarlos con reserva, aunque un aumento del tamafio de los grupos
podria esclarecer este hecho. En apoyo a estos resultados recientemente, Rickkels
et a.l (266), informd que en individuos jovenes (25 afos en promedio) homocigotos y
heterocigotos para variantes en ABCA7 mostraron un incremento en la tolerancia oral
a la glucosa y la capacidad secretora de la célula B, sin diferencias en la sensibilidad
a la insulina cuando se compararon con un grupo control; por el contrario al evaluar
sujetos con solo con concentraciones bajas de HDL-C, estos mostraron una
alteracioén en la sensibilidad a la insulina acompafados de una funcién aumentada de
la célula B de manera compensatoria. En contraste, desde el 2007 se ha demostrado
una relacién critica entre portadores de variantes en ABCAT vy alteraciones en la
secrecion de insulina (267), debido principalmente por una interrupcion en la fusién
de los granulos de insulina con la membrana de la célula B (268); sin embargo, estos
se realizaron en individuos de edad mayor (54 afios en promedio), que usaban

estatinas y caracterizados por una disminucion en la secrecién de insulina (269).
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Estos resultados contradictorios, indican que existiria un efecto especifico de la edad
y concentracion de colesterol intracelular en la célula B en portadores de variantes en
ABCAT1, ya que un incremento en las concentraciones de colesterol intracelular hasta
cierto umbral llevarian a una mejorar funcion de las células B en edades tempranas;
no obstante, una vez que la concentracion de colesterol supera el umbral causaria
una alteracién en la capacidad de secrecion de las células B a edades mayores
(270). Otro punto importante a analizar es el relacionado al uso de estatinas en
individuos portadores de variantes en ABCA17 y de edad mayor (269) ya que ademas
de la salida de colesterol a travées de ABCA1, la absorcion de colesterol a través del
receptor de LDL juega un papel crucial en la regulacion de la funciéon de células .
Del mismo modo, se sabe que existe una fuerte afinidad entre las LDL y su receptor
en células B humanas y que las vesiculas endociticas formadas se fusionan con
vesiculas internas aumentando el almacenamiento de lipidos siendo estas
dependientes de la edad, ya que la superficie que ocupan es 10 veces mayor en
personas mayores de 50 afios que en menores de 25 afnos (271). Ademas, ratones
que carecen del receptor LDL estan protegidos contra la disfuncién de los islotes
inducida por hipercolesterolemia (272). De acuerdo con esto, se ha establecido que
individuos con receptores inactivos para LDL estarian protegidos contra DT2 en
comparacion con los que tienen una funcion normal (273). Esto también podria
explicar por qué las estatinas, que aumentan la expresion de los receptores de LDL,
incrementan la incidencia de DT2. Lo anterior, pone en evidencia que no es sencillo
traducir los resultados del papel de ABCA1 en la secrecion de insulina de modelos

animales y estudios in vitro, a los seres humanos.
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Sin embargo, recientemente se han observado resultados similares en cuanto a la
funcién de ABCA1 en animales y en humanos. Al respecto, la deficiencia especifica
de ABCA1 en macrofagos se encontro asociada con un aumento de la expresion de
genes proinflamatorios (NFkB) y la liberacién de citosinas (IL-6, TNFa e IL-1[) tanto
in vivo como in vitro (274), esta respuesta estuvo relacionada a la movilizacion del
factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88, por sus siglas en inglés) dependiente de
los receptores tipo Toll (TLRs, por sus siglas en inglés) a las balsas de lipidos en
macrofagos con deficiencia de ABCA1 (275, 276). Ademas, se demostréo que la
interaccion ApoA/ABCA1 activa la via JAK2/STAT3, suprimiendo la respuesta
inflamatoria, independientemente de la funcién de transporte de lipidos de ABCA1.
También, Bochen et al (277) demostré la presencia de un estado proinflamatorio en
individuos portadores de mutaciones en ABCA1 comparado con sus controles. Esto,
a través un aumento en la inflamacion en vasos sanguineos, asi como una
inflamacion sistémica medida por concentraciones aumentadas de citosinas
(especialmente por TNFa) y aumento de la expresion de genes proinflamatorios. De
manera interesante, no encontraron diferencias en las concentraciones de TNFa e
inflamacion de los vasos sanguineos en portadores de mutaciones en ABCA1 que
tomaban estatinas comparados con sus controles. Estos resultados dan luz a cerca
del gran papel de ABCA1 como regular importante del metabolismo del colesterol,

mas alla de su funcién en la formacioén de HDL y del transporte reverso del colesterol.

Aunque, la relacién entre la inflamacion y el colesterol se ve ejemplificado mejor en
los procesos de aterosclerosis. Mecanismos similares podrian contribuir a

desordenes metabdlicos como la obesidad, ya que en este estado la activacion de

102



TLRs y receptores tipo NOD (NLRs, por sus siglas en inglés) en macréfagos de
adipocitos se da en respuesta a lipidos, como las ceramidas o acidos grasos
saturados y puede dar lugar a una inflamacion croénica, resistencia a la insulina y a
enfermedad de higado graso (278, 279). Aunque, la acumulacién de colesterol en
tejido adiposo incrementa el proceso proinflamatorio llevando actualmente a
alteraciones metabdlicas, este pudo haber sido un mecanismo eficiente de la
respuesta inmune innata con efectos benéficos en poblaciones expuestas a

infecciones.

Para entender el papel que juegan los polimorfismos estudiados en la manifestacion
de los fenotipos metabdlicos se llevd a cabo un analisis genotipo-fenotipo en sujetos
con DT2. La evaluacion reveld una desregulacidén metabdlica caracterizada por
concentraciones de glucosa e insulina altas (Tabla 14); estas observaciones ponen
de manifiesto la falta de control terapéutico en esta poblacion. Asimismo, a pesar de
las correlaciones limitrofes entre genotipo y los rasgos metabdlicos solo se
observaron diferencias significativas en HHEX y SLC16A11 con sdLDL-C, y ABCA1
con HDL-C en sujetos con DT2. Un fendmeno frecuentemente asociado a DT2, es el
del perfil lipidico anormal el que se relaciona directamente con los procesos de
aterogénesis. Este perfil lipidico, conocido como dislipidemia diabética o aterogénica
(261), se caracteriza por hipertrigliceridemia, HDL-C disminuido, concentraciones
elevadas de apolipoproteina B (apoB) y aumento de la lipemia posprandial (280,
281). La apoB es el principal componente proteico de las lipoproteinas aterogénicas,
LDL vy lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Sin embargo, la concentracion de

LDL-C suele ser normal. Dado que el 80-90% de la apoB esta asociada a la LDL,
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esta observacion puede resultar paraddjica. Esta peculiaridad se explica por la
abundancia de particulas de sdLDL-C con menor contenido relativo de colesterol y
mayor de apoB, y que se generan debido a una metabolizacion defectuosa de la
VLDL (282). En consecuencia, aunque en muchas ocasiones la concentracion
plasmatica de colesterol total en los pacientes con diabetes es normal, su peffil
lipidico dista mucho de lo que se puede considerar como un perfil de bajo riesgo de
aterosclerosis. Esto hace que, a pesar de que el tratamiento farmacoldgico de las
dislipidemias es eficiente desde el punto de vista cuantitativo (283), la incidencia de
eventos cardiovasculares sigue siendo muy elevada en la poblacion diabética. Las
sdLDL son mas aterogénicas que las LDL con un tamafo y una densidad normal
debido a una serie de caracteristicas distintivas. Por un aparte, tiene menor afinidad
por el receptor de la LDL, lo que implica una menor tasa de aclaramiento plasmatico
y un mayor tiempo de permanencia en la circulacion. Ademas, las sdLDL atraviesan
la barrera endotelial con mayor facilidad que la LDL nativas ya que este es un
proceso dependiente principalmente del tamafo de la particula de lipoproteina.
También se unen con mayor afinidad a los proteoglicanos que constituyen la pared
arterial, favoreciendo la retencion sub-endotelial de lipoproteinas. Ademas, las sdLDL
tienen mayor susceptibilidad a ser modificadas por mecanismos oxidativos y de
glicacion no enzimatica (284). Esto ultimo relaciona la dislipidemia diabética con los
otros 2 procesos implicados en el aumento del riesgo cardiovascular, como son la

glicosilacion no enzimatica y el estrés oxidativo.

Para visualizar mejor el efecto de las variantes de riesgo sobre los parametros

metabdlicos se realizé un analisis en sujetos no diabéticos e IMC < 30 Kg/m? en la
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poblacién de la primera etapa del estudio (Tabla 9). De manera interesante,
encontramos que los portadores de las variantes en los genes de HHEX, PPARY,
SLC30A8, CDC123/CAMK1D y SCL16A11 mostraron variaciones en los parametros
bioquimicos, la mayoria relacionadas con el metabolismo de lipidos. En el caso de la
variante de HHEX, se observaron concentraciones significativamente bajas de LDL-C
en los portadores del alelo de riesgo. También para las variantes en los genes
SLC30A8 y CDC123/CAMK1D se observaron concentraciones significativamente
bajas de LDL-C y colesterol total en los portadores del alelo de riesgo. Estudios
recientes han sugerido que las variantes en los genes HHEX, SLC30A8 vy
CDC123/CAMK1D podrian tener un papel importante en el metabolismo de lipidos
(285, 286). De acuerdo a Liu et al. (287) los niveles de lipidos estan en parte
genéticamente determinados, ocasionando que algunos portadores del alelo de
riesgo de HHEX sean mas susceptibles al desarrollo de DT2 a través de mecanismos

aun no descubiertos (288).

Asi, de acuerdo a nuestros resultados podriamos sugerir la existencia de factores
genéticos relacionados con el metabolismo de lipidos que podrian estar implicados
en la regulacién de rutas metabdlicas a través de un metabolito desconocido que
afecta el nivel de lipidos en las lipoproteinas y, por lo tanto incrementar el riesgo de
DT2. Sin embargo, debe tenerse precaucion con la interpretacion de estos hallazgos,
ya que aun existe la posibilidad de que esto sea un epifendbmeno, es decir, que

acompana al fendmeno principal, o bien emerge de alguna manera de él.

Tomando en cuenta las caracteristicas de la poblacion Maya respecto a una mayor

frecuencia de estatura baja, parametros = 25 Kg/m? son considerados como obesos
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bajo esta caracteristica (249). Es importante resaltar que tanto en la correlacion
genotipo-fenotipo en individuos no diabéticos e IMC < 30 Kg/m? (Tabla 9) como en
los casos con sobrepeso comparado con los controles (Tabla 11), se observaron
concentraciones bajas de LDL-C, asi como concentraciones altas de insulina e
indices altos de HOMA-IR. Para esclarecer un posible vinculo de resistencia a la
insulina observada en este estrato de individuos con talla baja con las
concentraciones de LDL-C y diferentes fenotipos, se llevd a cabo un analisis de
correlacion entre los niveles de HOMA-IR y los parametros antropométricos vy
bioquimicos en 380 individuos normoglucémicos (en individuos con IMC = 25Kg/m?)
de la primera etapa del estudio, observandose una correlacion positiva con las
concentraciones de LDL-C, triglicéridos, glucosa, IMC, ALT, indice cintura-cadera,
circunferencia de cintura y con concentraciones bajas de HDL-C. Es ampliamente
aceptado que la adiposidad central conduce a dislipidemia, disglucemia e
hipertension. S6lo muchos afos mas tarde de estas anormalidades metabdlicas, con
tolerancia normal a la glucosa y con hiperinsulinemia, son seguidas de la aparicion
de la DT2, que se caracteriza por una marcada pérdida de la funcion de las células
(289). Dada la naturaleza multifactorial y heterogénea de la DT2, esto indicaria un
ambiente obesogénico en la poblacién de estudio, que aunado a una importante
susceptibilidad genética daria lugar a un inicio temprano de una secuencia de
procesos fisiopatoldgicos que aumenta la susceptibilidad al desarrollo de diabesidad

(diabetes en un contexto de obesidad) en poblacion Maya.

Del mismo modo se realizo el analisis en 101 individuos con DT2 e IMC 2 25 Kg/m?

en la segunda etapa del estudio, de manera interesante la correlacion permanecio
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entre el HOMA-IR y las concentraciones de LDL-C, ALT y glucosa en este estrato de
individuos clasificados como obesos por la estatura baja. Los altos indices de
resistencia a la insulina hepatica medida por el HOMA-IR y de hiperinsulimenia
compensatoria en este estrado de pacientes podrian estar relacionados con la
enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD, por sus siglas en inglés) dada
por la correlacidn con las concentraciones de ALT. Al respecto, existen dos hipotesis
sobre los mecanismos que podrian estar relacionados con estos procesos. La
primera propone que un exceso de lipidos que llegan al higado y/o una reduccién en
la oxidacion de acidos grasos produce una acumulacion intracelular de diglicéridos,
llevando a la activacion de PKCe que inhibe la actividad de cinasa del receptor de
insulina, llevando a una desregulacion de la cascada de sefalizacion resultando en
una inadecuada habilidad de la insulina para suprimir la gluconeogénesis y captacion
y almacenamiento de glucosa en forma de glucogeno (246). La segunda, propone
que acidos grasos saturados inducen resistencia a la insulina activando una sefal
inflamatoria a través de MyD88 acoplado a TLR4, lo que desencadena la sintesis de
novo y acumulacion de ceramidas, que bloquean la fosforilacion de akt y la
senalizacion de insulina (290). Por otra parte, Boon et al (291) exploré el papel de las
ceramidas en circulacion en la patogénesis de la resistencia a la insulina, y
documentd que las ceramidas transportadas en LDL estaban elevadas en el plasma
de pacientes obesos con DT2 y se correlacioné con resistencia a la insulina, pero no
con el grado de obesidad. En este estudio, se trataron miotubos cultivados con LDL
que contenian ceramidas y este proceso promovido la acumulacién de ceramidas en
las células y fue acompafiada por una reduccién de la absorcion de glucosa

estimulada por la insulina, la fosforilacion de Akt, y translocacién de GLUT4 en
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comparacion con LDL deficientes en ceramidas. Del mismo modo, las LDL con
ceramidas indujo una respuesta pro-inflamatoria en los macréfagos cultivados a
través de mecanismos dependientes e independiente de TLRs. Finalmente se
demostré que la infusion de LDL con ceramidas en ratones delgados redujo la
captacion de glucosa estimula por insulina, y esto se debié a una accion alterada de
la insulina especificamente en el musculo esquelético. Ademas, Haus et al. (292)
llevd a cabo un estudio en donde relacionaron los niveles de ceramidas en plasma
con la severidad de la resistencia a la insulina en individuos obesos con DTZ2, y
ademas esta relacion estaria dada por la activacion de mediadores inflamatorios,

como el TNFa.

Respecto a la correlaciéon con las concentraciones de LDL-C, varias caracteristicas
fisiopatoldgicas de la diabetes contribuyen decisivamente a que la LDL de estos
pacientes tenga unos indices de modificacion mas elevados que la de la poblacion
sana. La dislipidemia diabética, la hiperglicemia y el estrés oxidativo favorecen de
manera sinérgica la aparicion de procesos de lipoperoxidacion, glicosilacion y
glicoxidacién que van a generar lipoproteinas modificadas que estimulan el desarrollo
de la arteriosclerosis (293). En el plasma, las lipoproteinas son un importante
portador de fosfolipidos vy lipidos neutros (294). La exposicion de los
monocitos/macréfagos a las LDL, en particular a las lipoproteinas modificadas
quimicamente o por oxidacion, causa una variedad de efectos biolégicos y provoca
un conjunto complejo de respuestas celulares, incluyendo la activacion de distintas
vias de transduccién de sefiales (295-297). Entre otros fosfolipidos, las LDL contiene

una cantidad considerable de esfingomielina (298), la cual al hidrolizarse produce

108



ceramida reconocida como importante mediador implicado en una variedad de
procesos fisioldgicos tales como el crecimiento celular, la diferenciacién y la
apoptosis (299, 300). La sintesis de ceramidas derivada de esfingomielina, esta dada
por una fosfolipasa C especifica (esfingomielinasa) que de manera importante
también es estimulada por TNFa, esta representa una ruta para la transduccién de
senales de los receptores de la superficie celular al nucleo utilizando a la ceramida
como mensajero (301, 302). Aunque muchos de los mecanismos relacionados con
los eventos celulares inducidos por las LDL y LDL modificadas son poco claros, los
efectos podrian estar relacionados con la variacion de los componentes de lipidos y

fosfolipidos en las particula de lipoproteinas (303).

En este contexto, tanto la correlacion genotipo-fenotipo con valores disminuidos de
LDL-C en poblacion normoglucemica en la primera etapa del estudio, como los
encontrados también en pacientes diabéticos con sobrepeso en la segunda etapa,
podrian estar relacionado a una disminucion de esteres de colesterol en el centro de
las particulas de LDL, un aumento de esfingomielina en la membrana produciendo un

aumento de ceramidas generadas de manera enddgena.

En un trabajo previo realizado por nuestro grupo, se encontré la asociacion del
polimorfismo rs1800961 (HNF4a) con DT2 de inicio temprano en mestizos mexicanos
(124); sin embargo, en la poblacion Maya no encontramos asociacién de esta
variante con parametros metabdlicos, aunque las concentraciones bajas de sdLDL-C
mostraron una correlacion limitrofe con la variante de HNF4a (P= 0.05), la cual
podria estar relacionada con una disminucién en el riesgo a enfermedad arterial

coronaria de acuerdo estudios previos (304). La frecuencia de la variante de HNF4a
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fue significativamente mas alta que la reportada previamente en sujetos no
diabéticos mestizos mexicanos (10.3% vs. 5.6%, p = 0.0012) (124). Estos resultados,
senalan las diferencias genéticas en México, lo cual hace necesario que el abordaje
de los estudios considere la subestructura genética de los grupos indigenas
mexicanos. Aunque la variante de HNF4a no mostré asociacion con DT2 en
poblacion Maya, es importante mencionar que los estudios en mestizos mexicanos
han demostrado la asociacion de esta variante con DT2 de inicio temprano y
posiblemente la falta de asociacion en el presente trabajo fue debido a la edad de

aparicion en la poblacion estudiada.

PPARYy, ha sido asociado con DT2, obesidad y resistencia a la insulina en diversas
poblaciones (305-307). Sin embargo, hay estudios controversiales en lo referente a la
variante Pro12Ala y su asociacion con el riesgo a DT2 (308). En México, la variantes
12Ala ha sido asociada con valores altos de IMC en dos grupos Amerindios
(Mazahuas y Yaquis) (307). Por otra parte la variante 12Ala ha sido relacionada
también con una mejor sensibilidad a la insulina y disminucién en el riesgo a DT2
pero con un aumento en el IMC (165, 309). Este es el primer estudio que
correlaciona a la variante 12Ala con parametros metabdlicos en poblacion Maya.
Como se puede observar en la Tabla 9 los sujetos no diabéticos, con IMC < 30
Kg/m2 portadores de la variante 12Ala tuvieron concentraciones significativamente
mas altas de LDL-C y una tendencia a un aumento de las concentraciones de
triglicéridos que los no portadores (p = 0.069). Estos hallazgos son controversiales,
pero podrian explicarse por factores ambientales e interacciones genes-medio

ambiente y genes-nutrientes. En apoyo a esta teoria, varios estudios han sugerido
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que el portar la variante Pro12Ala y la grasa contenida en la dieta, tienen repercusion
en las concentraciones de lipidos plasmaticos, ocasionando un aumento en las

concentraciones de triglicéridos y LDL-C (310).

Aunque la variante de CDKN2A/2B se asocioé con DT2, esta variante junto con las
variantes en los genes HNF4a y KCNJ11 no mostraron asociacion con parametros
metabdlicos relacionados con la susceptibilidad al desarrollo DT2; sin embargo, no
se puede descartar el papel de estos polimorfismos en el metabolismo, ya que no
sabemos si existe una funcion especifica de estas variantes que pudiera revelar

algunos de los mecanismos involucrados en esta patologia.

TCF7L2 es un factor de transcripcién muy replicado y fuertemente asociado con DT2,
asi como con una secrecion de insulina alterada (203, 311). Estudios previos,
mostraron que el polimorfismo rs7903146 se encuentra asociado con diabetes de
inicio temprano en poblacion mestiza mexicana (170, 230). Esta es la primera
evaluacion del polimorfismo rs7903146 en TCF7L2 llevada a cabo en poblacion
indigena mexicana. En el presente estudio no encontramos asociacion con DT2; sin
embargo, es necesario mencionar que no obtuvimos informacion acerca de la edad
de inicio de la enfermedad, y ésta pudo haber sido una de las razones por las cuales
no hubo asociacidn, es necesario llevar a cabo mas estudios que consideren este
dato para detectar el efecto potencial de esta variante en poblacion Maya. Cabe
mencionar que, la frecuencia del alelo de riesgo es la mas baja reportada comparada
con la frecuencia del Proyecto de los 1000 Genomas (Tabla 8); asi, debido al alto

componente Amerindio en la poblacion Maya estudiada (98%), nuestros resultados
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sugieren que este polimorfismo podria ser contribucién del componente genético

Europeo.

Respecto a la variante en ABCA1, los portadores no diabéticos e IMC < 30 Kg/m2 del
alelo de riesgo presentaron concentraciones de glucosa, triglicéridos y HDL-C
significativamente mas bajas que los no portadores. Al respecto, un estudio llevado a
cabo en células 3T3 de adipocitos, demostré que la estimulacién de la lipdlisis de
triglicéridos induce la salida de colesterol (312), esto sugiere que el colesterol puede
afectar directamente los almacenes de ftriglicéridos (313, 314), por lo que ABCA1
puede estar relacionado con el metabolismo de triglicéridos en los adipocitos y la
funcién del tejido adiposo. Este polimorfismo es uno de los mas importantes
asociados a DT2 en México, ya que se ha probado su impacto biolégico y se ha

relacionado con enfermedades metabdlicas (315).

En un reporte reciente del grupo SIGMA, se asoci6 un haplotipo con la
susceptibilidad al desarrollo de DT2 en poblacién mexicana. El estudio reporté que el
haplotipo comprendido por cinco variantes en la regiéon 17p13.1 estaba asociado con
DT2, y que éste podria tener un papel en el metabolismo de triglicéridos (244). De
acuerdo a los datos presentado por el estudio previo, la variante rs13342692 del gen
SLC16A11 fue considerada el polimorfismo mas importante en el haplotipo; los
resultados obtenidos mostraron la correlacion de esta variante con concentraciones
significativamente altas de insulina e indices mas altos de HOMA-IR en sujetos no
diabéticos e IMC < 30 Kg/m? portadores del alelo de riesgo en poblacion Maya. A
diferencia del estudio en poblacion mexicana, en este estudio no hubo asociacion del

polimorfismo con las concentraciones de lipidos o DT2. Sin embargo, es importante
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hacer notar que la evaluacion funcional de la variante por el grupo SIGMA fue llevada
a cabo en células HeLa. De manera similar, se debe tomar en cuenta que en el
presente trabajo evaluamos un sélo polimorfismo del haplotipo, por lo que se
requieren estudios adicionales que incluyan las demas variantes y explorar el riesgo

potencial para desarrollar DT2 en poblacion Maya.

Una de las fortalezas del proyecto es haber estudiado una poblacién que radica en
areas rurales lejanas, limitando con esto la influencia de factores confusores, ademas
que cuenta con un componente Amerindio cuya estructura genética es homogénea y
que histéricamente han experimentado procesos de seleccion por infecciones,
guerras y carencias nutricionales, lo que abre la oportunidad de identificar nuevas
asociaciones. No obstante, existieron limitaciones como no haber considerado el
estilo de vida, edad de diagnéstico de DT2, asi como incorporar la informacion de

ancestria a los analisis.

En general, en este trabajo se observd que la poblacion Maya se caracteriza por un
fondo genético diferente, lo cual se manifiesta por las diferencias en las frecuencias
de las variantes de riesgo a DT2 comparadas con las poblaciones reportadas en el
proyecto 1000 Genomas. Este hecho, subraya la importancia de considerar
diferentes grupos étnicos en la evaluacion del papel de variantes comunes en la
susceptibilidad al desarrollo de DT2 en México; lo cual nos podria dar una visidon
global de los factores relacionados con el fondo genético de la enfermedad en
México. Finalmente, nuestros hallazgos revelaron la gran susceptibilidad de la
poblacién Maya a desdrdenes metabdlicos, manifestada por resistencia a la insulina,

concentraciones bajas de HDL-C y una alta frecuencia de variantes de riesgo. Por lo
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que no se puede descartar una confluencia de alelos de riesgo que interactuen para

el desarrollo de DT2.
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IX. CONCLUSIONES

La poblacion indigena Maya presenta una alta frecuencia de obesidad tomando en

consideracion la talla baja de la poblacién.

Individuos normoglucémicos presentan importantes factores de riesgo para el
desarrollo de DT2 conferidos por alteraciones antropométricas, concentraciones altas
de triglicéridos, insulina e indices altos de HOMA-IR, representando ya un estado

patologico.

Se mostro evidencia objetiva de la asociacidon de las variantes de los genes ABCA1y
CDKNZ2A/2B con un aumento en la susceptibilidad al desarrollo de DT2 en la

poblacion adulta indigena Maya de la Peninsula de Yucatan.

Las variantes de los genes HHEX, PPARy, SLC30A8, CDC123/CAMK1D, mostraron
correlacion con concentraciones de LDL-C. A demas, las concentraciones de LDL-C
correlacionaron con el grado de resistencia a la insulina medida por el indice de

HOMA-IR.

Los resultados resaltan la importancia de implementar programas de salud tomando
en cuenta la ascendencia Maya para la deteccion, prevencidon y manejo terapéutico
de enfermedades relacionadas principalmente con el metabolismo de lipidos y

carbohidratos.
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Xl. ANEXO 1

1.1 Calculo de tamafio de muestra
Formula para el calculo del tamafio de muestra para la estimacién de proporciones

en una poblacion finita.

N*Za?p*q

d2* (N=1)+Za2*p*q

N= Total de la poblacién.

Za? =1.96 2

p = proporcién esperada

q=1-p

d = precision
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ANEXO 2

2.1 Antecedentes etnia Maya
Hace unos 4,500 afios un grupo proto-maya se estableci6é en Los Altos
Cuchumatanes en el actual departamento de Huehuetenango, Guatemala;
posteriormente, los mayas ocuparon los estados de Yucatan, Campeche, Quintana
Roo, Chiapas, parte de Tabasco, las republicas de Guatemala y Belice, y las partes

occidentales de Honduras y El Salvador.

La cultura maya se ha dividido para su estudio en tres periodos historicos: el
Preclasico (2500 a.C.-300 d.C.), el Clasico (300-900 d.C.), y el Postclasico (1000-

1541 d.C.).

Durante el periodo Clasico se consolido la teocracia dirigente de las ciudades-
Estado, dandose la mas alta expresion de la arquitectura religiosa y suntuaria; las
ciencias matematicas, el calendario, la escritura, las bellas artes y la astronomia.
Desarrollaron técnicas hidraulicas y de cultivos intensivos, lo que permitié alimentar
a una numerosa poblacion. A mediados del siglo X, alrededor del ano 900 d.C., las

ciudades de la civilizacion maya fueron abandonadas.

En el Postclasico (1000-1524/41 d.C.), se reestructurd la sociedad maya debido a
las influencias de grupos del Altiplano central mexicano, a través de los putunes de
Tabasco que migraron a la peninsula: los itzaes y los xiues. Hacia el afio 987 se
registré la llegada de Quetzalcoatl, difundiéndose el culto a Kukulcan (Serpiente

Emplumada). Este periodo se caracterizé por una intensa actividad mercantil en un
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area que abarcaba desde el Altiplano central mexicano hasta Honduras. La ciudad-

Estado mas importante fue Chichén Itza, destruida en el afio 1250 d.C.

La sociedad maya estaba altamente estratificada: en la cuspide se encontraba la
nobleza, politicos, sacerdotes y militares de alto rango; en seguida se encontraba
un sector medio formado por campesinos ricos, profesionistas especializados vy
altos funcionarios y, por ultimo, campesinos, pescadores y artesanos denominados

macehuales. En el ultimo estrato estaban los esclavos.

A la llegada de los conquistadores, los mayas se resistieron a la invasion; los
espanoles tardaron 19 afios en someter el norte y parte del centro de la peninsula,
mientras que algunas provincias del oriente, del noreste y del sur se mantuvieron

rebeldes o j-wiit-es, fisica y culturalmente alejadas del dominio espaniol.

Los espafoles impusieron la encomienda, que permitié controlar la mano de obra
nativa y obtener tributo. En la segunda mitad del siglo XVIIl, el sistema de
encomienda fue sustituido por la hacienda maicero-ganadera por medio de la cual

los nativos quedaban como asalariados endeudados.

Hacia 1820, los criollos se apropiaron de mas tierras comunales de los mayas e
incrementaron la produccion de henequén y de cafa de azucar, cultivos que

desplazaron al maiz.

En 1847 se inici6 la Guerra de Castas, en la que los mayas luchaban por la
recuperacion de sus tierras y de sus ancestrales derechos culturales; después de

tres afios de guerra, los insurrectos llegan a sitiar las ciudades de Meérida y
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Campeche; posteriormente, las tropas indigenas se retiran y los yucatecos

aprovechan la oportunidad para recuperarse militarmente.

Para 1850 los rebeldes se internaron en la selva del oriente y sureste peninsular, en
lo que actualmente es el estado de Quintana Roo. Desde alli reorganizaron sus
ataques mediante tacticas guerrilleras. Hacia 1890 ya habian reestructurado su vida
social en torno a sus creencias religiosas milenaristas, la agricultura y las
actividades defensivas de guerrilla. Para 1901, las tropas federales arrasaron con el
santuario "Chan Santa Cruz" (hoy Carrillo Puerto), bastion de los rebeldes, quienes
se retiraron a otros poblados de la selva. En 1904 la parte oriental de la peninsula

es convertida en territorio nacional.

Hacia 1920, atraidos por la bonanza del chicle, gente de diversas partes del pais
llegaron a las regiones boscosas quintanarroenses; sin embargo, los mayas
rebeldes organizaron sus propias cuadrillas de trabajo y no permitieron la entrada
de extrafnos a su territorio; se pacificaron hasta 1936, llegando a acuerdos con las
autoridades gubernamentales mediante los cuales sus nueve pueblos, reconocidos

como zona maya, fueron dotados de un egjido en el centro de Quintana Roo.

Durante el Porfiriato, la situacién social en el norte de Yucatan era deplorable para
los campesinos mayas y los inmigrantes de origen yaqui, chino y coreano, quienes
trabajaban como peones acasillados en los gigantescos plantios de henequén, que
abarcaban unos 50 km2 alrededor de la ciudad de Mérida. Después de la
Revolucion, se otorgd a estos trabajadores escasas parcelas de poco rendimiento.

La manipulacién del poder econdmico y politico del grupo mestizo fue un obstaculo
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para que el reparto agrario fuera aplicado en forma efectiva. Entre 1920 y 1930 la

tierra repartida fue minima y casi toda ella, fuera del area henequenera.

Entre 1935 y 1938, bajo el régimen del presidente Lazaro Cardenas, se llevo a cabo
la expropiacion del 70% de las tierras de las haciendas henequeneras y se incluy6 a
los peones acasillados entre los beneficiarios. A partir de 1938 se establecié el
"gran ejido" henequenero organizado colectivamente con campesinos y ex
hacendados, ahora pequefios propietarios, integrando una comision reguladora de
la produccion que duraria hasta 1955; esta organizacion funcioné como una
inmensa plantacion estatal que no beneficié a los indigenas. En 1955, el gobierno
federal tomd el control de los ejidos henequeneros, disolviendo la comision y
colocandola bajo responsabilidad del Banco Nacional de Crédito Ejidal, sin
embargo, la posesion de las maquinas desfibradoras, continudé en poder de los ex

hacendados.

En 1963 fue creada la empresa paraestatal Cordemex, S.A. de C.V., misma que
centralizaria toda la produccion industrial henequenera; ésta sélo generé beneficios
econdmicos y politicos a un pequefo numero de funcionarios, por lo que en mayo
de 1992, después de muchas protestas por parte de los cordeleros y campesinos,
fue decretado el cierre definitivo de Cordemex. A los trabajadores del henequén se

les dio una minima indemnizacion.
Lengua

De acuerdo con la clasificacion linguistica, el maya pertenece al grupo maya-

totonaco que ha gozado de un desarrollo literario, especialmente durante la época
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de la denominada Guerra de Castas en la segunda mitad del siglo XIX, cuando los

documentos oficiales eran escritos en maya.

Esta lengua es hablada por los nativos peninsulares y por una gran parte de la
poblacion mestiza que la utiliza como un elemento de interaccion en sus relaciones
sociales. Las zonas agricolas maiceras presentan los porcentajes mas altos de

poblacion monolingte de maya.

Las mujeres emplean mas la lengua maya que los hombres, y las nuevas
generaciones hablan mas el espafnol que el maya, pues este idioma es relegado al

ambito doméstico.
Salud

Los mayas consideran que las enfermedades pueden ser de origen natural o
provocadas por hechizos, envidias, o por seres sobrenaturales. Las enfermedades
naturales o lu'um kaabil se deben a la constitucion misma de la persona; las
sobrenaturales ik'naal (viento) pueden ser provocados por "la pérdida del alma", los
"malos aires", el "mal de o0jo", la brujeria o el desequilibrio entre los alimentos

considerados como "frios" o "calientes".

Los mayas acuden preferentemente con curanderos, y algunos de ellos tienen
conocimientos de acupuntura; las comadronas atienden los partos de indigenas y

mestizas.

Con los términos de j-meen (el que hace porque sabe) o de yum k'in (el sefor del
culto solar) se designa a los especialistas; los mas reconocidos son los "yerbateros"

o curanderos (ts'a ts'aak); los médicos diagnosticadores que indican qué "mal
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viento" o "aire" causé la enfermedad, y en ocasiones curan al enfermo; los yoot'o'ob,
masajistas que expulsan la enfermedad provocada por "vientos" o "aires" que se
alojan en los musculos y tendones; y el utskinaj bak (huesero). El nojoch aj k'aansaj
o "gran maestro" aconseja en caso de conflictos personales y dirige varios rituales;
los j-meeno'ob o0 santiguadores que con sus rituales neutralizan las fuerzas
naturales, y sobrenaturales, que causan el "viento de agua" del mediodia, que sopla

del poniente o chik'in'ik.
Vivienda

Las casas de los mayas peninsulares son de planta absidal, redondeada en los dos
extremos, con paredes de varas entretejidas (bajareque), techos de dos aguas de
hojas de guano, palma o zacate, sobre una base de tierra apisonada (buk'tun). En

estas construcciones se emplean bejucos para las ligaduras en lugar de clavos.

En la construccion de la vivienda participan los varones de la familia, y en ocasiones
reciben ayuda de parientes y amigos. En los poblados grandes existen técnicos

especializados, que trabajan en "cuadrillas" y perciben un salario.

El mobiliario es sumamente sencillo en los lugares mas apartados, mientras que en
los poblados mayores se multiplica con enseres y muebles modernos. Se compone
generalmente de sillas de madera con asientos de cuero, bancos de tronco, una
mesa, hamacas de hilo de henequén o de algodon; petacas de palma, cestos de
bejuco para las semillas y para la ropa, roperos, baules y maquinas de coser. En la
cocina tradicional esta un fogdén (k'oben) y diversos utensilios, algunos tienen

estufas de gas.
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Territorio, ecologia y reproduccion social

En toda la peninsula de Yucatan predominan los terrenos calcareos, pedregosos vy,
en general, planos. El clima es templado subhumedo, con precipitaciones pluviales
que oscilan entre los 600 y los 1 500 mm anuales. En Quintana Roo y Campeche el
clima es calido, humedo y subhumedo, con lluvias en verano; la temperatura
promedio es superior a los 22°C; la precipitacidén pluvial anual oscila entre los 1 000

mm en el norte, a los 2 000 mm en el sureste.

En Yucatan, el monocultivo tradicional henequenero significé la reduccion del
espacio para el cultivo del maiz, y con el desplome de la industria henequenera los

terrenos son abandonados y convertidos en matorrales.

Durante las dos ultimas décadas, el desarrollo de las zonas urbanas, de la
ganaderia y el incremento de la citricultura, han modificado significativamente la
superficie boscosa que se ha reducido de 19 millones de ha, a s6lo 9 millones. Esta

area era la reserva de especies vegetales comestibles, maderables y medicinales.

Segun datos estadisticos, el 45% de los campesinos han emigrado a Cancun, Isla
Mujeres, Cozumel o Meérida, en busca de trabajo. EI fendbmeno migratorio es
creciente. Los recién emigrados se enfrentan con problemas como son
asentamientos irregulares, empleos subcalificados y mal pagados, viviendas de
mala calidad, etcétera. La migracién al extranjero es, principalmente, hacia Belice,

Guatemala, Estados Unidos y Canada.
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Organizacion social

En la piramide social se encuentran en primer término los "blancos" o ts'oulo'ob,
quienes detentan el control politico y econdmico de la region. En este grupo también
estan los ricos comerciantes de ascendencia siria y libanesa, que migraron a la

peninsula a principios de este siglo.

En segundo lugar se encuentran los "mestizos finos", quienes se reconocen como
descendientes de la desaparecida aristocracia maya; visten ropa suntuaria que
indica su estatus economico y se precian de hablar "la maya" con soltura y

elegancia.

Después, se encuentra el gran conglomerado de los "mestizos"; la mayoria de éstos
hablan maya y espafnol. En las ciudades se ocupan como obreros, artesanos,
comerciantes 0 empleados publicos; en los pueblos y en las aldeas pueden ser

ejidatarios, peones, pequenos propietarios, profesores, etcétera.

Los "mayeros" o macehuales son campesinos predominantemente monolingues,
que habitan en las areas maiceras alejadas de los centros urbanos. En el pueblo de
Xocen Cah, los macehuales se identifican como la "raza de la Cruz" y se organizan

en torno al culto de la cruz de piedra, la "del centro del mundo”.

Finalmente estarian los "macehuales rebeldes" o jwiito'ob o koompas
descendientes de los insurrectos de la Guerra de Castas, quienes habitan en la
region central del estado de Quintana Roo y se organizan en torno al culto

milenarista de la Cruz Parlante. En la actualidad, éstos no superan los 10 mil.
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Cada municipio tiene un presidente, asi como consejales o ediles, jueces de paz y
policias. Estas autoridades estan subordinadas a los gobiernos de cada estado. En
los pueblos indigenas de la parte central de Quintana Roo, hay cargos militares de
general, comandante, capitan y sargento; junto con el nojoch tata, los escribientes
(sagrados) y los rezadores, conforman un selecto grupo que esta integrado a la

administraciéon municipal.

Para un acuerdo matrimonial, los padres del joven realizan varias visitas a la casa
de la familia de la muchacha, llevando bebida y cigarros; en la ultima visita, si es
concertada la boda, llevan pan y chocolate. En la ceremonia llamada muujul o
"entrega de la dote", el joven lleva a la novia diversos objetos suntuarios, comida y
bebida para esa ocasion; el novio realiza el ja'ankabil "servicio del yerno", que es

trabajo en las labores agricolas.

La relacion de compadrazgo es importante en lo que se refiere al bautizo catdlico y
al bautizo tradicional, denominado jeets meek', "abrazar a horcajadas"; para "abrir"
el entendimiento, tanto a las ninas como a los varoncitos, durante la ceremonia les

colocan en las manos los utensilios de trabajo relacionados con su sexo.
Cosmogonia y religiéon

Segun los mayas de la antigiiedad, el universo estaba compuesto por trece planos
celestes y nueve subterraneos; cada uno de ellos estaba bajo la regencia de una
deidad determinada. La tierra constituia el primer plano de los trece que habitaban
los dioses buenos llamados Oxlajun-ti'-k'u’, en los nueve de abajo, habitaba el grupo
de los dioses malignos, conocidos como Bolon-te'-K'u'; en el ultimo de estos planos
estaba el infierno o metnal, regido por Aj Puch, "Sefior-Destructor o de la Muerte".
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Los fendbmenos naturales que mas influencia tienen en la vida de la gente son las
lluvias, los vientos, los truenos y los relampagos. Para estar en buenos términos con
todos los dioses y espiritus que mueven estas fuerzas, el hombre maya emplea la
persuasion y el ruego a través de formulas magicas y ceremonias rituales. Para

ellos, el mundo sobrenatural es tan real y efectivo como el mundo material.

De acuerdo con los nativos de Yucatan, existen siete cielos sobre la tierra, cada uno
de los cuales tiene un agujero en el centro; una ceiba gigantesca se yergue en el
centro de la tierra y extiende sus ramas pasando por esos agujeros a través de los
diversos cielos hasta llegar al séptimo plano donde reside "ElI Gran Dios" de los
ts'uulo'ob ("blancos"). Por medio de este arbol las almas de los muertos pasan de

un cielo a otro, hasta llegar al mas alto donde, por fin, permanecen.

En los planos inmediatamente inferiores al que ocupa "ElI Gran Dios" (Jayal Dios),
estan distribuidos todos los demas dioses conocidos como Yumtsilo'ob, asi como
los "guardianes" de los animales silvestres y los K'ak'as baalo'ob, que son espiritus

maléficos o demoniacos.

En antiguas leyendas se menciona la destruccion de mundos anteriores al actual,
los dos primeros fueron devastados por un diluvio. Después de esto, vinieron los
macehualo'ob de los que descienden los mayas actuales. En la primera época
habitaron los p'uuso'ob o "pequefios-seres-con grandes-poderes”; después vivieron
los itza'es, que fueron "hombres santos" y a los que se atribuye la construccién de
grandes edificios, por medios magicos. Posteriormente, aparecieron los mayas que

vivieron en esos mismos lugares, pero no edificaron nuevas construcciones.
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Los mayas fincan su vision del mundo en torno del cultivo del maiz. En algunos
lugares aun se rinde culto a deidades mayas prehispanicas como los chaak-es o
dioses de la lluvia, a quienes se les ofrecen ceremonias anuales denominadas ch'a
chaak con objeto de atraer las lluvias y obtener buenas cosechas en las milpas.

También se venera a los "duefios" de todas las cosas y animales, a los Yumtsilo'ob.

Cada pueblo posee un santo patrono y en algunos lugares hay "cofradias" que se
encargan de cuidar su imagen y de hacer su fiesta anual. En la "zona maya" de
Quintana Roo, el Nojoch Tata o Gran Padre mantiene los rituales para la "Cruz

Parlante" protectora del grupo de los cruzo'ob o "rebeldes".
Relaciones con otros pueblos

Las diferencias sociales en la peninsula se evidencian en la estructura residencial;
los mestizos ricos y algunos ts'uulo'ob (blancos, ricos) ocupan la parte central de la
poblacién, en tanto que los macehuales pobres viven en la periferia. Existen
muchos términos peyorativos con los que "los blancos" designan a las personas de
origen maya; la mayor parte de estos términos son vocablos mayas o derivaciones

de palabras mayas.

En el pueblo de Chichima, al sur de Valladolid, los nojoch maak (integrantes del
consejo de ancianos) mantienen una dura disputa con los representantes de los
partidos politicos; lo mismo sucede en la zona maya del estado de Quintana Roo,
donde los representantes oficiales del gubernamental Consejo Supremo Maya son

repudiados por los koampas o "rebeldes".
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ANEXO 3

3.1 Carta consentimiento informado

20 NGO ATORGHT
Wi

T’ @ ==

Estudio de Diversidad Genomica en Poblaciones Nativas

Mexicanas

Secuenciacion Completa del Genoma como Recurso de

Investigacion para Estudios Evolutivos y Aplicados a la Salud

CONSENTIMMIENTO INFORMADO

A quién puedo llamar si tengo preguntas sobre este proyecto?

Si usted tiene preguntas acerca de la recoleccion de muestras, sus derechos en este
proyecto o sobre el almacenamiento de las mismas, contacte a la Comisién de Etica

del Hospital Juarez de México. (0155557477684)

Por favor lea la siguiente informacién, mediante su eleccién y firme si usted

esta de acuerdo:
Estoy de acuerdo:

e En donar una muestra de sangre;
e En que a partir de la muestra se me realicen examenes bioquimicos como:
glucosa, colesterol, triglicéridos, insulina, entre otros, cuyos resultados me

seran entregados para evaluar el estado de mi salud.
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En que a partir de la muestra se haga la extraccion de ADN para realizar
estudio gendémicos.

En que a partir de la muestra se haga una linea celular que permitira a los
investigadores una cantidad ilimitada de ADN y materiales biologicos durante
mucho tiempo;

En que la linea celular y ADN se utilicen tanto en el estudio de Diversidad
Gendmica en Poblaciones Nativas Mexicanas como en otros estudios que se
describen en esta forma de consentimiento.

En que toda la informacion genética de la muestra sea depositada en bases
de datos cientificos de libre acceso (publicas) en Internet.

En que una vez que la muestra haya sido estudiada, no podré retirar la
informacion de mi muestra de las bases de datos cientificas.

He leido o escuchado toda la informacién, he hecho todas las preguntas que
he tenido, y todas mis preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. Soy
consciente que dar una muestra es mi decision.

Acepto que se me realice la toma de muestra de sangre periférica.

Lugar y fecha:

Nombre del paciente:

Direccion:

Firma del paciente:

¢, Se le otorgo copia al paciente? Si No

Firma del Investigador:

Testigo 1 (firma):
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Testigo 2 (firma):
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3.2 Cuestionario

‘ Estudio de Diversidad Genomica en Poblaciones Nativas
Mexicanas:
Secuenciacion Completa del Genoma como un Recurso de
Investigacion para Estudios Evolutivos y Aplicados a la
Salud

Datos personales:

Nombre: Fecha de nacimiento:

Ocupacion: Estado Civil:

Sexo: Direccion:

Escolaridad: Origen étnico

Datos antropométricos:

Peso: kg Talla: m IMC
Cintura: cm Cadera: cm ICC

Tension arterial

Destrostix

Enfermedades:

Diabetes Hipertension: Hiperlipidemia:

Otra:

Antecedentes heredofamiliares:

¢ Tiene o tuvo algun familiar directo con diabetes mellitus?

Observaciones

Ingiere alcohol: poco moderadamente frecuentemente

Toma refresco poco moderadamente frecuentemente
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Fuma: poco moderadamente frecuentemente

Jugos/fruta fresca: poco moderadamente frecuentemente

Café/té/atole: poco moderadamente frecuentemente
Pan/tortillas/pan dulce: poco moderadamente frecuentemente
Huevos/frijoles/carne: poco moderadamente frecuentemente

Verduras de hoja verde/zanahorias/chayotes/papas: _ poco___moderadamente__frecuentemente
Realiza algun ejercicio: ¢, Cual?

QUE COMIO EN LAS ULTIMAS 24 HRS
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ANEXO 4

4.1 Preparacion de reactivos

4.1.1 Solucion de sacarosa-triton 2x

Reactivo Cantidad
Sacarosa 219g
Tris base 2.42g
MgCl2 2.03g
Triton 10mL

Aforar a un litro con H20 desionizada

Ajustar a pH 7.6, filtrar y almacenar a 4°C

4.1.2 Proteinasa K 5mg/mL

Reactivo Cantidad
Proteinasa (0.50 g ) 50 mg y llevarlo a
10ml

Mezclar completamente
Hacer alicuotas de 500 microlitros

Almacenara 20° C

4.1.3 Buffer TBE 5 X (1000mL)

Reactivo Cantidad
Tris base 54 ¢g
Acido borico 2759
EDTA 0.5 M pH 8.0 20 mL

Aforar a 1000 mL con H20 DD vy filtrar.
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Almacenar a temperatura ambiente

4.1.4 EDTA 0.5 M pH 8.0 para 500 mL

Reactivo Cantidad

EDTA 93.05 g

Disolver en 400 mL de agua DD
Ajustar a pH: 8.0

Aforar a 500 mL

4.1.5 Buffer de carga para 10 mL para DNA

Reactivo Cantidad

Azul de bromofenol 0.25% | 25 mg

Cianol-Xileno 0.25% 25mg

Ficol 400 15.0% 15 mg

Disolver en 10 mL de agua DD

4.1.6 Buffer de lisis nuclear

Reactivo Cantidad

Tris base 1.21 g (10 mM)
Na CI 23.40 g (400 mM)
Naz EDTA 0.75 g (2mM)

Llevar a 500 mL y esterilizar
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4.1.7 Cloruro de sodio saturado

Reactivo Cantidad
Cloruro de sodio 350 ¢g
Agua 1L

Disolver los 350 g de Na Cl en el Litro de agua. Solubilizar lo mas posible
Queda una capa de sal en el fondo

Almacenara T° A°

4.2 Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realizé por un método modificado de Miller et al (316): Se
obtuvo una muestra de sangre con anticoagulante (EDTA) en tubos de 4 mL. Cada
una de estas muestras se transfirio a un tubo cénico de 15 mL, se adicion6 5 mL de
sacarosa-triton 2x y 3 mL de H20 destilada; se agitdé vigorosamente cada 5 min por
20 min en un bano con hielo, posteriormente se centrifugd a 2500 rpm por 15 min.
Se desecha el sobrenadante y se lava el pellet con 3 mL de sacarosa-triton 1X
centrifugando nuevamente a 2,500 rpm por 15 min. Se decanta el sobrenadante y se
adiciona al pellet 1 mL de buffer de lisis de glébulos rojos (ANEXO), después de este
paso de eliminacion de las células anucleadas, posteriormente se procedid a lisar los
leucocitos, adicionando 55 uL de SDS y 30 uL de proteinasa K. Se dejan los tubos en
agitacion por 24 Hrs en bafio maria a 37°C. Seguidamente las proteinas fueron
eliminadas mediante precipitacion salina (salting-out) adicionando 600 uL de cloruro
de sodio saturado agitandolo vigorosamente, seguidamente se centrifuga a 3,000

rom por 20 min. Posteriormente se transfiere el sobrenadante a un tubo cénico de 15
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mL, en donde el DNA fue precipitado por adicion de 2 volumenes de alcohol absoluto
iguales al del sobrenadante, para luego invertir el tubo y recuperar el ADN con una
pipeta Pasteur sellada en forma de gancho en la interfase. Posteriormente se lava la
punta de la pipeta con etanol al 75% y finalmente se resuspende el ADN en 200 pL

de H20 grado molecular un tubos eppendorf en bano seco a 37°C por 20 min.

4.3 Determinacién de integridad y concentracion de ADN

La integridad de ADN se verifico por electroforesis horizontal utilizando un gel de
agarosa al 1.5 % a 90 V por 90 min en tampon 1X de TBE (ANEXO). Un control
negativo se utilizd para determinar una posible contaminacion de las muestras
amplificadas. El gel se tifio con bromuro de etidio (0.5 uL) (Figura 22). La
concentracion de ADN se determind con un espectrofotometro NanoDrop 1000

(Thermo SCIENTIFIC) con una absorbencia de 260/280 nm.

Figura 22. Verificacion de integridad de ADN en gel de agarosa.
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4.4 Fundamento de las sondas TaqgMan

La sonda TagMan® es un oligonucledtido cuya secuencia es complementaria a la
region central del amplicon. Tiene una secuencia de 13 a 18 nucleétidos que
presenta en el extremo 5" una marca fluorescente (reportero) y en el extremo 3" un
apagador (quencher). Cuando estas dos moléculas se encuentran unidas por la
sonda, toda la fluorescencia emitida por el reportero, es absorbida por el apagador y
la fluorescencia global es igual a cero, a este fendbmeno se conoce como

transferencia de resonancia de energia flourescente (FRET, por sus siglas en ingles).

(Figura 23)
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Figura 23. Fundamento de las sondas Tagman.
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Las sondas TagMan® tienen una temperatura de fusion mayor que los iniciadores
por lo que, durante la etapa de alineacion, la sonda se une a su secuencia blanco
especifica antes que los iniciadores. De esta forma cuando la ADN polimerasa se
une al extremo 3 del iniciador e inicia la elongacién, a su paso se encuentra con la
sonda y la degrada debido a su actividad exonucleasa 5° - 3. Al degradarse libera al
reportero del apagador lo que suprime el fenémeno FRET vy la fluorescencia emitida
puede ser detectada por el equipo. Dado que la fluorescencia emitida es
proporcional a la cantidad de sonda degrada, y esta es proporcional a la cantidad de
templado generado, esto permite visualizar el incremento de amplicén a lo largo de la
reaccion de PCR. Para la genotipificacion se emplean dos sondas de manera
simultanea marcadas con fluoréforos diferentes; las dos sondas VIC y FAM (V, F)
difieren en secuencia en un solo nucleétido (SNP), esta diferencia es suficiente para
realizar la discriminacion. Los resultados se muestran como tres grupos: uno
corresponde para los homocigotos para el alelo 1, otro para los homocigotos para el

alelo 2 y el tercero para los heterocigotos.

4.5 Secuencias de sondas utilizadas en el estudio.

4.5.1 HHEX

Contexto de la secuencia [VIC/FAM]

GACCCTGAGTGCAGGTTCAGACGTCICITIAGAGGAAATGACTTGATGGTACGGA

4.5.2 HNF4a

Contexto de la secuencia [VIC/FAM]

CAGAATGAGCGGGACCGGATCAGCA[C/TITCGAAGGTCAAGCTATGAGGACAGC
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4.5.3 KCNJ11

Contexto de la secuencia [VIC/FAM]

CGCTGGCGGGCACGGTACCTGGGCTIC/TIGGCAGGGTCCTCTGCCAGGCGTGT

4.5.4 PPARy

Contexto de la secuencia [VIC/FAM]

AACTCTGGGAGATTCTCCTATTGAC[C/GJCAGAAAGCGATTCCTTCACTGATAC

4.5.5 CDKN2A/2B

Contexto de la secuencia [VIC/FAM]

CAGCTCACCTCCAGCTTTAGTTTTCIC/TICATGACAGTAAGTCTATTACCCTCC

4.5.6 SLC30A8

Contexto de la secuencia [VIC/FAM]

TGCTTCTTTATCAACAGCAGCCAGCIC/TIGGGACAGCCAAGTGGTTCGGAGAGA

4.5.7 CDC123/CAMK1D

Contexto de la secuencia [VIC/FAM]

CCCGGACAATGTTGGGAATTTTTTCIA/GITATTTCTTGGCCATTTATATATCTT

4.5.8 TCF7L2

Contexto de la secuencia [VIC/FAM]

TAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGATA[C/TITATATAATTTAATTGCCGTATGAGG
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4.5.9 ABCA1

Contexto de la secuencia [VIC/FAM]

GGCTTCAGGATGTCCATGTTGGAACIA/GIAAGTACTCGCTCTGCTGCAGCCAGT

4.5.10 SLC16A11

Contexto de la secuencia [VIC/FAM]

CAGGCCGAGGTAGAGATGCAGCAGA[C/TICGCTGGCGAAAGCCGAGAAGACGA

158



4.6 Protocolos de PCR utilizados

Para los SNPs de HHEX, HNF4a, CDKNZ2A/2B, SLC30A8, CDC123/CAMK1D,

TCF7L2, ABCA1y SLC16A11

Cantidades utilizadas por reaccion (uL):

ADN: 1
Master Mix 2X: 4
Sonda 20x: 0.2
H20: 19.8
Volumen total: 25

Condiciones de PCR:

Pre-Read stage

60°C

00:30min

Hold stage PCR
95°C 95°C |
10:00min | 1.6°Cls 00:1 5mir1i
1.6°C/s

stage Post-Read stage
40 ciclos
' 1.6°CH o
s 60°C 60°C
1:00min| 16°C/s  00:30min
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Para el SNP de KCNJ11

Cantidades utilizadas por reaccién (uL):

ADN: 1
Master Mix 2X: 10
Sonda 20x: 0.3
H20: 13.7
Volumen total: 25

Condiciones de PCR:

Pre-Read stage Hold stage PCR stage Post-Read stage
95°C 95°C |
i 40 ciclos
1.6°C/s i
10:00min 00:15mi ]
1.6°Cls !
' 1.6°Cls 60°C

1.6°C/s . .
1:00min 00:30min

n
60°C ; 60°C
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Para el SNP de PPARy

Cantidades utilizadas por reaccién (uL):

ADN: 1
Master Mix 2X: 4
Sonda 20x: 0.4
H20: 19.6
Volumen total: 25

Condiciones de PCR

Pre-Read stage

50°C

Hold stage
95°C

10:00min

\ 92°C

1.6°C/s

1.6°C/s

PCR

00:15min

|
1
1
1
|
1
1
1
|
1
1
1
|
|
1
1
1

st: 50 ciclos

1.6°C/s

60°C

Post-Read stage

60°C

1:30min

L0k 50:30min
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ANEXO 5

5.1. Método para la determinacion de glucosa.

La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a acido gluconico. El

peroxido de hidréogeno (H,0,) producido se detecta mediante un aceptor

cromogénico de oxigeno, fenol-ampirona en presencia de peroxidasa (POD):

B-D-Glucosa + O, + H,0 Acido glucénico + H——-GOD,0,
H,O, + Fenol + Ampirona Quinona + H——-POD,0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de glucosa

presente en la muestra ensayada. (317)

4.2. Método para la determinacion del colesterol total.

Este método se basa en la determinacibn de la A4- colestenona tras el
desdoblamiento enzimatico de los esteres del colesterol por la colesterol-esterasa,
después de la transformacién del colesterol por la colesteroloxidasa, asi como la
medicion subsiguiente del peréxido de hidrogeno formado a través de una reaccion
de Trinder. La optimizacién del desdoblamiento de los ésteres permite la
estandarizacién por estandares primarios y secundarios y una comparacion directa

con los métodos de referencia de CDC y NIST.

colesterol ssterasa

éster de colesterol+ H,0 colesterol + RCOOH
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Los ésteres se desdoblan por la accidén de la colesterol-esterasa a colesterol libre y

acidos grasos.

colestercl oxidasa
colesterol + O, colest —4—en —3 —ona + H,0,

La colesterol oxidasa cataliza entonces la oxidacion del colesterol a colest-4-en-3-

ona y peréxido de hidrogeno.

peroxidasa
H,0, + 4 aminofenasona + 4 fenol ——— 4 fenasona + 4H, 0

Bajo la accién catalitica de la peroxidasa, el peroxido de hidrogeno formado
reacciona con 4-aminofenasona y fenol para formar un colorante rojo. La intensidad
cromatica es directamente proporcional a la concentracion del colesterol y puede

medirse fotométricamente (318).

4.3. Método para la determinacion de triglicéridos.

El presente método se basa en el trabajo de Wahlefeld empleando una lipasa
lipoproteina obtenida de microorganismos para hidrolizar completa y rapidamente
triglicéridos a glicerol, con la oxidacion subsiguiente a dihidroxiacetona fosfato y
peréxido de hidrogeno. El perdéxido de hidrégeno formado reacciona bajo la accion
catalitica de la peroxidasa con la 4-aminofenasona y 4-clorofenol para formar un

colorante rojo en una reaccion de punto final segun Trinder. (319)

LPL
triglicéridos + 3 H,0 — glicerol+ 3 RCOOH

.4

glicerol + ATP " glicerol— 3 — fosfato + ADP
Mg

GPO
glicerol— 3 — fosfato + 0, — dihidroxiacetonafosfato + H,0,
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peroxidasa
H,0, + 4aminofenasona + 4 clorofenol ——— 4 fenasona+ 2H, 0 + HCI

4.4, Calculo de LDL-C

La determinacion de LDL-C se llevara a cabo a través de una modificacion a la
féormula de Friedewald (320) para evitar la interferencia causada por la

hipertrigliceridemia.

4.5. Determinaciéon de HDL-C

La determinacion se realiza en dos pasos:

1° Eliminacion de lipoproteinas no-HDL

CHE
Esteres colesterol Colesterol + Acidos grasos
CHOD
Colesterol + O2 4-Colestenona + H202
Catalasa
2 H202 " 2H20 + 02
2° Medicion de HDL-C
CHE
Esteres colesterol g Colesterol + Acidos grasos
CHOD
Colesterol + O2 4-Colestenona + H202
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POD
2 H202 + HDAOS + 4-AA —> Quinonimina + 4H20

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de HDL-C

presente en la muestra ensayada. (321)

4.6. Determinacion de sdDL-C

A 0.3mL de suero se adicion6 un reactivo precipitante (0.3 mL) conteniendo 150
U/mL de heparina de sodio (Sigma H3393, St. Louis, MO) y 90 mmol/L de MgCl2
(catalogo numero 209-09, Nakarai, Tokio, Japdn), se mezclaron y se incubaron por
10 min a 37°C. Las muestras se colocaron en un bafo con hielo y se dej6 reposar
por 15 min. Posteriormente se centrifugd a 15,000 rpm por 15 min a 4°C (Termo
scientific IECCL31R Multispeed) (322). Se removidé una alicuota del sobrenadante y

se analiz6 de manera directa por el método anteriormente descrito para LDL-C.

4.7 Determinacion de Insulina

Técnica de sandwich:

12 incubacion: La insulina de 20 uL de muestra, un anticuerpo monoclonal biotinilado,
especifico anti-insulina y un anticuerpo monoclonal especifico anti-insulina marcado
con quelato de rutenio (Quelato Tris [2-2"-bipiridina ] rutenio [lI] [Rubpy]s 2*) forman

un complejo en forma de sandwich.

22 incubacion: Despues de incorporar las microparticulas de estreptavidina, el
complejo formado se fijja a la fase sélida por interaccion entre la biotina y la

estreptavidina.
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La mezcla de reaccion es transladada a la celda de lectura donde, por magnetismo,
las microparticulas se fijan a la superficie del electrodo. Los elementos no fijados se
eliminan posteriormente con el reactivo ProCell. Al aplicar una corriente eléctrica
definida se produce una reaccion quimioluminiscente cuya emisién de luz se mide

directamente con un fotomultiplicador.

Los resultados se obtienen mediante una curva de calibracion generada por el
sistema a partir de una calibraciéon a 2 puntos y una curva maestra incluida en el

codigo de barras del reactivo.
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ANEXO 6

6. 1. Carta del comité de Bioética.

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
COMISIONES DE INVESTIGACION, ETICA Y BIOSEGURIDAD

Agosto 22, 2007.

DRA. GUADALUPE ORTIZ LOPEZ
COORDINADORA DEL LAB. DE
ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR
PRESENTE

Muy apreciable Dra. Odiz:

Muchas gracias por el envid de su protocolo tilulade: "ESTUDIO DE LAS
VARIANTES POLIMORFICAS DE LOS GENES HNF4A Y SLC30A8 COMO
POSIBLES FACTORES DE RIESGO PARA DESARROLLAR DIABETES TIPO 2
EN POBLACION MESTIZA E INDIGENA MEXICANA™

El cual ha sido evaluado por | Comité de Investigacion de esie Hospital y tengo el

gusto de comunicarle que este ha sido aceplado, por lo que podra Usted contar

con todas las facilidadas para su desamollo. Su prolocolo ha quedado registrado

en la coordinacién de prolocolos de investigacion del Hospital Juarez bajo el folio:
HJM1402/07.08 22

Sin olro en particular, solo quigre aprovechar la ocasian para descarle el mayor de
los exilus en esta empresa,

ATENTAMENTE

Dr. Alejandro Trevific Bocerra
Presidente de la Comisién de Investigacion

Cep. Comision de Investgacion,

Ay Inatitule Politdcnico Nacional Ne, 53180 Cel, Magoeena de las Salinas C P 07760 55 57.47.75 ED
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