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ABREVIATURAS

ABCA1: transportador dependiente de la unién de ATP
ADN: acido desoxirribonucleico

AFR: Africana

ALT: alanina aminotransferasa

AMR: América

ASN: Asiatica Occidental

AST: aspartato aminotransferasa

ATP: adenosin trifosfato

CDI: Comision Nacional para el Desarrollo de los Pueblos Indigenas
cm: centimetros

cSNP: polimorfismo de un solo nucledtido codificante
DBL: dominio de unién a ligando

dNTP: desoxinucledtidos trifosfatados

DT1: Diabetes Tipo 1

DT2: Diabetes Tipo 2

EDTA: 4cido etilendiaminoacético

EUR: Europea

FID: Federacion Internacional de Diabetes

GAD: glutamato descarboxilasa

gSNP: polimorfismo de un solo nucelétido intergénico
HDL: lipoproteina de alta densidad

HNF1: Factor nuclear de hepatocito

ICC: indice cintura-cadera

IMC: indice de masa corporal

IMSS: Instituto Mexicano del Seguro Social

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
IPF-1: factor promotor de insulina

iISNP: polimorfismo de un solo nucleétido intrénico
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Kartp: canal de potasio dependiente de ATP

Kg: kilogramos

LDL: lipoproteina de baja densidad

MARN: acido ribonucleico mensajero

mg/dl: miligramos sobre decilitro

Mg?*: ion magnesio

mmHg: milimetros de mercurio

MODY: diabetes de aparicién en la madurez joven

MYA: maya

NBD: dominio de unidn a nucledtido

ng/pl: nanogramos sobre microlitro

NR: receptor nuclear

NR2A1: receptores nucleares de hormonas esteroideas/tiroideas
nsSNP: polimorfismo de un solo nucleétido “sinénimo”
OD: densidad optica

P1/P2: promotor Y2

pb: pares de base

PAS: presion arterial sistélica

PAD: presion arterial diastélica

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

rSNP: polimorfismo de un solo nucleétido regulador
SDS: dodecil sulfato de sodio

SNP: polimorfismo de un solo nucledtido

SRT: repeticiones cortas en tandem

sSNP: polimorfismo de un solo nucleétido “no sinénimo”
UTR: region no traducida

UV: ultravioleta-visible

VLDL: lipoproteina de muy baja densidad

VNTR: nimero variable de repeticiones en tAndem
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RESUMEN

México es considerado uno de los paises con mayor diversidad cultural, lleno de
tradiciones y lenguas Uunicas que reflejan la riqueza natural. Cuenta con
10,253,627 indigenas distribuidos en 68 etnias, entre las cuales destacan los
grupos Cora, Huichol, Tepehuano y Mexicanero presentes en el estado de Nayarit,
los cuales se encuentran entre los grupos mas conservados genéticamente, pues
debido a su ubicacién geografica se ha propiciado su aislamiento.

La presencia de factores de riesgo genéticos, como los polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP), aportan cierta susceptibilidad a padecer enfermedades
metabdlicas como la diabetes tipo 2 (DT2). Algunas de las variantes que han sido
asociadas a dicha enfermedad son: rs9282541 del gen ABCA1 y la variante
rs1800961 del gen HNF4A. El polimorfismo rs10991437 en el gen ABCA1, se ha
relacionado con indice cintura-cadera, factor de riesgo para DT2, pero su
asociacion con la enfermedad aun no se tiene claro. Debido al numero de
afectados, a la vulnerabilidad de los grupos indigenas y al factor de riesgo genético
asociado a padecer DT2, el objetivo del presente trabajo fue determinar la
frecuencia de los polimorfismos rs9282541 y rs10991437 del gen ABCA1 y el
rs1800961 del gen HNF4A en los grupos étnicos Cora, Huichol, Tepehuano y
Mexicanero del estado de Nayarit, y su relacibn con pardmetros bioquimicos
alterados como factores de riesgo para desarrollar DT2. A través de datos
antropomeétricos y bioquimicos se caracterizaron a 228 individuos indigenas, se
extrajo el ADN a partir de sangre total y se genotipificaron mediante PCR en
tiempo real y sondas TagMan®. Los parametros antropométricos indicaron la
presencia de sobrepeso y obesidad central en los grupos nayaritas. Respecto a los
parametros bioquimicos, los grupos mostraron altas concentraciones de
triglicéridos y bajas concentraciones de HDL-C. Las frecuencias alélicas
encontradas mostraron diferencias respecto a la poblaciobn mestizo mexicana, asi
como a la reportada en el proyecto de 1000 Genomas. Ademas, se identificod la
presencia de posibles factores de riesgo genéticos para padecer enfermedades
metabdlicas, como la DT2, de acuerdo a su relacidon con pardmetros bioquimicos.
Los estudios descriptivos en los grupos indigenas son el primer paso para
identificar factores genéticos propios de la poblacién, que permitirdn continuar con
la busqueda de marcadores genéticos de riesgo a padecer DT2, que nos ayuden a
tomar medidas preventivas y de control de progresion de la enfermedad.




I. ANTECEDENTES

1. Variabilidad genética

El genoma nuclear humano se ha definido como una estructura compleja,
contiene 3.2x10° nucleétidos, compuestos por cuatro unidades repetidas,
organizadas en el interior del nucleo en forma de un largo polimero de dos
metros, cubierto por unidades octaméricas de histonas. El complejo sistema
permite el acceso de varias proteinas a la doble cadena de ADN, regulando asi
la sintesis de éste y la expresion de genes en respuesta a la estimulacion
interna y externa ejercida sobre la célula 1. EI ADN contiene la informacion
genética que permite a la mayoria de los organismos vivientes realizar sus

funciones, crecer y reproducirse.

Los estudios genéticos se enfocan principalmente en las variantes de secuencia
del ADN entre individuos y que se heredan a través de generaciones, las cuales
contribuyen a la susceptibilidad de una enfermedad, un resultado clinico o a la

respuesta a un tratamiento*!.

Las variantes genéticas ocurren por cambios en la secuencia de bases que

pueden ser clasificados en dos categorias:

a) Cambios en la secuencia de ADN que no afectan el fenotipo, por ejemplo,
el reemplazo de un solo nucledtido por otro nucledtido diferente o
translocaciones e inversiones de varios nucleoétidos, que no producen una
ganancia o pérdida neta en la secuencia, y por tanto, no tienen ningun

efecto sobre el fenotipo.




b) Cambios en la secuencia de ADN que provocan una pérdida o ganancia
neta, por ejemplo, cambio en el numero de copias de la secuencia de
ADN que puede provocar desde una delecion o insercion de un soélo

nucledtido hasta una segregacion anormal de cromosomas.

Por lo general, los cambios mas comunes de ADN son a pequefia escala e
involucran un solo nucleétido, por lo que son llamadas variantes de un solo

nucledtido, y a menudo no presentan ningtn efecto sobre el fenotipo 2.

1.1 Tipos de variaciones genéticas

1.1.1 Variantes de un solo nucleoétido

La sustitucion de un solo nucleétido es el tipo de cambio mas comun, en el cual
el cambio de nucledtido puede suceder entre bases del mismo tipo, por
ejemplo de una purina a otra (adenina a guanina), que es llamada transicion;
o0 de una purina a pirimidina (guanina a citosina), que es llamada transversion

(Figura 1) 1,

Figura 1. Sustitucion de un solo nucleétido, tipo transversion y
transicion.




sustitucion de un solo nucledtido, que se presentan de manera comun en la

poblacién. De esta manera, un SNP es definido como una variacion en la
secuencia que se presenta con una frecuencia de al menos 1% en la poblacion.
Se estima que existen de 3 a 10 millones de variantes tipo SNP en el genoma

humano con una frecuencia mayor al 1% 31,

1.1.2 Variaciones estructurales

1.1.2.1 Insercion y duplicaciéon

Otra forma comun de variacidon genética incluye las inserciones, deleciones e
inversiones de una o0 mas bases. Las estimaciones sugieren que del 5-10% del
genoma es duplicado una o varias veces. Estas regiones incluyen segmentos
relativamente largos de ADN de 10 a 400 Kb que estan duplicadas varias veces
en todo el genoma, asi como segmentos cortos (1-5 pb), dispersos y repetidos
en tAndem. Estos ultimos muestran una alta tasa de inserciones y deleciones y
comunmente muestran variaciones polimoérficas, con la diferencia de que se
muestran distintos nimeros de repeticiones cortas en tandem (STR) en la
secuencia, como (A)n, (CA)n o (AAG),, donde n es el numero de repeticiones

(Figura 2) Bl

Las repeticiones de microsatélites o STR son una fuente importante de
marcadores que han servido de apoyo para mapear genes asociados a
enfermedades. En general, se caracterizan por ser selectiva y funcionalmente
neutrales, siendo la secuencia con mayor numero de repeticiones el
dinucledtido (CA)n, el cual esta presente en 50,000-100,000 sitios por genoma.
Los repetidos (CA), se presentan cada 30-60Kb, de las cuales 8,000 han sido

identificadas y reportadas en las bases de datos del genoma humano.




it 27
Algunos STR no son biol6égicamente neutrales debido a que se localizan en

regiones funcionales importantes en el genoma y dan lugar a ciertas
enfermedades. Las repeticiones de trinucleétidos de este tipo generan
anormalmente grandes alelos que interfieren con la expresion o funcion del
gen asociado. Entre ellos se pueden mencionar el trinucleétido (CAG),, que se
localiza en regiones exodnicas y se ha asociado a 14 desérdenes neuroldgicos; y
el motivo CTG, el cual se localiza en la regiéon 3'UTR del gen DMPK,

interfiriendo en su expresion y asociandose a distrofia miotonica .

Otra clase de repetidos son los minisatélites o numero variable de repeticiones
en tAndem (VNTR), los cuales consisten en secuencias repetidas de 5-64 pb
que algunas veces se extienden por varias kilobases de ADN y se presentan en
mas de 10,000 sitios a lo largo del genoma. En comparacion con los
microsatélites, los VNTR se encuentran distribuidos de forma menos regular,

sin embargo, resultan ser marcadores altamente informativos > 3I.

Figura 2. Alelos comunes con diferente nimero de repetidos en tandem tipo SRT [*!

Las pequefias inversiones en la secuencia son comunes, la mayoria no tienen

consecuencias funcionales, a menos que sucedan en el gen.
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Por otro lado, la inversion de un segmento largo de cromosoma es menos

comun pero suele dar lugar a enfermedades. Ejemplo de ello es la hemofilia A
ligada a X, la cual esta asociada a la deficiencia del factor VIIIC involucrado en
procesos de coagulacion de la sangre. Tal deficiencia se debe a la inversion en

el gen asociado al factor V111 de la coagulacion, F8C 31,

2. Polimorfismos y enfermedades complejas

La variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la
resistencia individual a distintas enfermedades radica principalmente en los
SNP’s y en menor grado a inserciones, deleciones, secuencias repetidas y/o

rearreglos cromosémicos .

Se ha estimado que en la poblacion mundial existen mas de 10 millones de
polimorfismos. El efecto de éstos depende de su importancia funcional y su
localizacién. Los SNP funcionales se han dividido en rSNP, srSNP y cSNP,
afectando la cantidad y actividad de las proteinas codificadas (Figura 4) [ ©l.
Los rSNP se encuentran en los promotores de los genes que sintetizan
proteinas y afectan a los niveles de expresiéon génica [, Mientras que los
srSNP se encuentran tanto en los mARN primarios como los secundarios,
incluyendo a las regiones no traducidas (5'UTR y 3’UTR), regiones intrdénicas y
codificantes (sin que ocurra el cambio de aminoacido), llegando a afectar a la
estructura y funcién de los ARN, incluyendo el corte y empalme, la regulacion
de la traduccion de los mARN a proteinas, la funcionalidad de las proteinas y la
estabilidad de los mARN, la poliadenilacion de los mMARN, entre otros procesos

biolégicos de las células [ 7+ &

. Por su parte, los cSNP se encuentran en los
exones y se subdividen en sinbnimos (cuando no hay cambio de aminoacido) y
no sinébnimos (cuando hay cambio de aminoacido), los cuales son el tipo de
SNP mas estudiado debido al impacto que representa cambiar un aminoéacido a

otro y su participacion en el desarrollo de patologias multifactoriales [* 9111,
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Figura 3. Clasificacion de los SNP funcionales: cSNP, sinénimos y no sind6nimos que se encuentran
en exones; b) rSNP, que afectan a la expresion génica; y los c) srSNP, afectan a la estructura y funcion
de los mARN [4]

El estudio de los polimorfismos tiene aplicaciones diversas; por un lado sirven
para tratar de explicar el origen de las poblaciones y asi reconstruir parte de la
historia evolutiva. Por otro, tienen gran aplicaciobn en campos como la medicina

forense y en el estudio de las enfermedades multigénicas 1.

Las enfermedades complejas, a diferencia de las enfermedades monogénicas
mendelianas, son causadas por el efecto de varios genes, de la interaccion
entre ellos y con el medio ambiente (Figura 4). El tener el cambio en el gen no
causa la enfermedad, sino que modifica el riesgo a padecerla. Identificar a los
genes y a sus variantes alélicas responsables de la variacion en rasgos
complejos de importancia médica, y determinar su contribucion al riesgo de
padecer la enfermedad en diferentes ambientes constituye uno de los retos

para la biologia molecular *?1.
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Asi, el disefio del estudio y la utilizacion de los métodos de analisis apropiados,
son puntos criticos en la identificacion de variantes genéticas. La principal
estrategia utilizada para la identificaciobn de genes Yy polimorfismos

relacionados con enfermedades o rasgos ha sido el estudio de asociacion 22

Figura 4. Influencia de factores genéticos y ambientales en las enfermedades complejas [*3!

2.1 Estudios de asociacion
Los estudios de asociaciéon permiten detectar la relacion entre uno o mas

polimorfismos y algun rasgo, el cual puede ser una caracteristica cuantitativa o
una enfermedad. A diferencia de los estudios de ligamiento, la asociacion se
presenta cuando los mismos alelos son asociados con algun rasgo en toda la
poblacion, mientras que el ligamiento permite la asociacion de diferentes alelos

con alguin rasgo en diferentes familias 4.

Los estudios de asociacion son el tipo de estudio mas facil de analizar y el mas
poderoso, pero la dificultad recae en la identificacion de los polimorfismos
candidato. Una mutacion en un coddn que conduce a un cambio de aminoacido
es una variante candidato. Sin embargo, es probable que existan variantes

responsables de la heredabilidad de enfermedades complejas comunes que no

13



GRG0

sean codificadas. Por ejemplo, algunas variantes pueden causar modificaciones
en la expresion y regulacion del gen. Los estudios de asociacion directa soélo
tienen el potencial de descubrir algunas de las variantes genéticas de la
enfermedad. Pero son factibles debido a la frecuencia de los polimorfismos y a

que conducen a un cambio de aminoéacido 2.

Algunas enfermedades cronicas comunes con inicio en la vida adulta muestran
agregacion familiar, y aunque por lo general no siguen los patrones de
herencia mendelianos, se transmiten de generacidbn en generacién. Tales
condiciones incluyen Ila enfermedad coronaria, hipertension, diabetes,
obesidad, Alzheimer, Parkinson, cancer, entre otras. En dichas enfermedades,
so6lo una pequefa fraccion (1-7%) de los individuos afectados debe su origen a
una sola mutacién en el gen por transmisiéon Mendeliana, ademas de que
presentan manifestaciones graves a temprana edad. Estos casos han sido
relevantes para la comprension de las enfermedades complejas, sin embargo,

el mecanismo genético del resto de los casos adn no se ha elucidado 5 161,

Con base en ello, se han realizado muchos estudios con el fin de relacionar los
polimorfismos genéticos con diversas enfermedades, pero han sido pocos los
que presentan resultados replicables validos [°!. Algunos SNPs asociados a

enfermedades complejas se presentan a continuacion (Tabla 1).
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Tabla 1. Ejemplo de polimorfismos asociados a enfermedades complejas [3!
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3. Polimorfismos y diabetes tipo 2 (DT2)

Las enfermedades metabdlicas como la obesidad, diabetes y sindrome
metabdlico se han convertido en un problema de salud publica ya que gran
parte de la poblacion mundial las padece. Entre los sintomas que se presentan
en estos padecimientos se encuentran: astenia, disnea, dificultad para dormir,
artralgias, sudor excesivo, sensacion constante de calor, poliuria, polifagia,
pérdida de peso, cefalea frecuente, resequedad e infecciones frecuentes en la
piel y depresion. Sin embargo, uno de los principales problemas de las
enfermedades metabdlicas es que sus etapas iniciales son silenciosas, por lo
que son diagnosticadas tardiamente y causan dafos irreversibles en diferentes
organos y sistemas, conduciendo a complicaciones como la ceguera,
insuficiencia renal, amputaciones de miembros, infartos al miocardio y un

deterioro en la calidad de vida 71,

Actualmente, las herramientas para el analisis del genoma son altamente
poderosas y necesarias para entender la complejidad de las rutas del
metabolismo de carbohidratos y lipidos, asi como de los procesos inflamatorios

involucrados en este tipo de enfermedades 2.

Se ha documentado que el
componente genético juega un papel crucial en el desarrollo de las
enfermedades metabdlicas. Los estudios familiares que examinan Ila
heredabilidad han demostrado la transmision de estas enfermedades a traveés
de generaciones en familias. Sin embargo, las formas comunes son
consideradas enfermedades complejas, en las que participan factores genéticos

y ambientales 7+ 181,
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Entre los factores genéticos asociados a enfermedades metabdlicas se han
identificado polimorfismos involucrados en el metabolismo, los cuales afectan
el indice de masa corporal (IMC), los niveles de insulina, colesterol y lipidos,

entre otros 1! (Tabla 2).

Tabla 2. Ejemplo de polimorfismos asociados a enfermedades metabélicas [*7!

Fenotipo Gen

FTO, LEP, LEPR, MC4R, SEC16B,
Indice de masa corporal/Obesidad ANKRD7, BDNFOS, TMEM18, PCSKI,
SH2B1, KCTD15, SOCS3, PPARGCI1A,
MSRA, TFAP2B

SLC16A11, TCF7L2, SLC16A13,

Diabetes tipo 2/Secrecion y CDKAL1, ARAP1, KCNQ1, MADD,
resistencia a la insulina KCNJ11, ADIPOQ, SLC30A8, CDKAL1,

IGF2BP2, ITGBL1, PPARG, OLFM4

ABCA1,AAPOB, APOC1,HERPUD1,
LDLR, RPL28P4

BDNF, ZNF259,VDR, MTHFR,

Colesterol HDL

Sindrome metabdlico CYP2C19, AKT1
Hipertension ARHGAP42, ATP2B1, UMOD, LEPR,
P ADIPOQ
Hiperglicemia ZNF259, LPL, GCKR, GCK, BTN2A1

La DT2 pertenece a un grupo de alteraciones metabdlicas, como se menciono
anteriormente. Se caracteriza por hiperglucemia persistente debido a la
resistencia a la accion de la insulina o por la deficiencia en la producciéon de la
misma, afectando el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y grasas. La
DT2 tiene un origen complejo y multifactorial, asociandose principalmente con
obesidad, concentracion elevada de triglicéridos, baja concentracion de

colesterol HDL-C y resistencia a la accién de la insulina 9 201,
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Las formas menos comunes de la DT2 presentan herencia autosdmica
dominante (formas mendelianas). Este subtipo de diabetes, generalmente de
inicio temprano se denomina MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young). Se
han descrito distintos genes causales de la diabetes tipo MODY, como son el
gen que codifica para la enzima glucocinasa, regulador importante de la
secrecion de insulina por el pancreas, y otros genes mas que codifican para
factores transcripcionales involucrados en la expresion del gen de la insulina,
ademas de genes pancreaticos (HNF4A, HNF1A, HNF1B, 1IPF-1 'y
Beta2/NeuroDI) 1.

Las formas mas comunes de la enfermedad presentan un tipo de herencia
complejo, lo que implica la participacion de mudltiples genes (genes de
susceptibilidad) y la influencia de factores ambientales en la expresion del
padecimiento 221, En la Tabla 3 se mencionan algunos de los polimorfismos

mas frecuentes asociados con la DT2.
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¢ P [23]
Tabla 3. Descripcion de los principales polimorfismos asociados a DT2
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En este caso nos enfocaremos en el estudio de los genes ABCA1 y HNF4A
debido a que la variante rs9282541 se ha caracterizado como propia de la
poblacion mestiza-mexicana y a que la variante rs1800961 en HNF4A se ha
asociado con diabetes de aparicion temprana en poblacion mestiza-mexicana e
indigena, lo cual nos sugiere que variantes en estos genes forman parte del
componente genético de susceptibilidad a diabetes tipo 2 en poblacion

mexicana.

3.1 Gen ABCA1

El gen ABCA1 comprende 147 Kb y tiene 50 exones, codifica para una proteina
de membrana de 2661 aminoacidos, cuya funcidn principal es transportar
colesterol y fosfolipidos a través de la bicapa lipidica en forma dependiente de
ATP. El gen produce cuatro diferentes transcritos que codifican para tres
proteinas diferentes **. De acuerdo a la clase de transcrito, estos se pueden
expresar en diferentes tejidos especificos: cerebro fetal y adulto, cerebelo,

higado fetal y adulto, bazo, pancreas, pulmén, principalmente (Figura 5).

Figura 5. Proteinas tejido-especificas codificadas por el gen ABCA1. Transcritos clasel/2 tienen su
sitio de inicio en el exdén 1, se expresan en cerebro, médula espinal, placenta, higado fetal, pancreas,
pulmén. Transcritos clase 3 se expresan en higado adulto y tienen su sitio de inicio en el primer intrén
del gen. 29
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Perteneciente a la superfamilia ABC (ATP-binding cassette), ABCALl se expresa
en hepatocitos, enterocitos, y adipocitos, en donde se encuentra involucrada
en la generacion de lipoproteinas de alta densidad (HDL). Mientras que en los

macroéfagos, es la encargada del transporte reverso del colesterol 2% 261

La estructura de la proteina ABCALl consiste en dos mitades con estructura
similar; cada una estd compuesta por un dominio transmembranal con seis
hélices y un dominio de unién a nucleétidos (NBD), que a su vez tiene dos
regiones peptidicas Walker A y Walker B, ademas de una region Walker C
propia de las proteinas ABC. Se predice que el extremo amino terminal de la
proteina esta orientado hacia el citosol y que existen dos asas extracelulares
grandes, altamente glicosiladas, unidas entre si por uno o mas enlaces entre
residuos de cisteina. (Figura 6)?72°1. La proteina de membrana convierte la
energia generada por la hidrdlisis de ATP en un movimiento transmembranal

que permite la importaciéon o exportaciéon de sustratos 9.

Figura 6. Estructura de la proteina ABCA1l. Formada por 2 mitades con estructura similar, cada una
con un dominio transmembranal compuesto por seis hélices (rojo) y un dominio de unién a nucleétidos
(NBD). Cada NBD contiene dos regiones peptidicas: Walker A y Walker B y una region Walker C propia de
las proteinas ABC. [2°]
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El mecanismo de accion de la proteina ABCA1 no ha sido elucidado
completamente, sin embargo en 2007 se propuso un modelo que integraba los
hallazgos experimentales de varios grupos. En el modelo se propone lo
siguiente: la interaccion inicial de apoA-1 con ABCALl estabiliza a la proteina
ABCA1l en la membrana plasmatica. Esta estabilizaciéon activa la translocacion
de fosfolipidos por parte de ABCA1l hacia la capa externa de la membrana,
creando una diferencia en la densidad de fosfolipidos en ambas capas de la
misma. Esta diferencia de densidad crea tension en la membrana, la cual
forma dobleces y dominios lipidicos exovesiculados para relajar dicha tension.
Las exovesiculaciones crean espacios entre los grupos polares de fosfolipidos
por los que pueden penetrar las hélices alfa de las apolipoproteinas,
permitiendo la unién de apoA-l en los defectos formados por espacios en la
superficie de la bicapa de lipidos, lo que causa desestabilizacion y rearreglos en
la membrana, llevando a la formacion de complejos apoA-I/lipidos (HDL-
nacientes), proceso conocido como “solubilizacion” de la membrana. Las
particulas de HDL discoidales formadas pueden tener dos, tres 6 cuatro
moléculas de apoA-I, diferentes tipos de fosfolipidos membranales y colesterol
(Figura 7) B4,
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Figura 7. Mecanismo de interaccion de apoA-I con ABCA1, formaciéon de particulas HDL. ApoA-I
estabiliza a la proteina ABCA1 en la membrana plasmatica, activando la translocacion de fosfolipidos
hacia la capa externa de la membrana. Esto causa una diferencia de densidad de fosfolipidos en las capas
membranales (Paso 1).La tensién es relajada al formarse dominios lipidicos exovesiculados en la
membrana, lo cual crea espacios entre los grupos polares de los fosfolipidos permitiendo la interaccion de
las a-hélices de las apolipoproteinas con los dominios lipidicos (Paso 2).La acumulaciéon de moléculas de
apoA-1 en la bicapa de lipidos causa desestabilizacion y rearreglos en la membrana, que llevan a la
formacion de complejos apoA-1/lipidos (HDL-C crecientes), proceso conocido como “solubilizaciéon” de la
membrana (Paso 3). Y

Existen estudios sobre la deficiencia de HDL en humanos, ratones transgénicos
y cultivos de células en donde se ha demostrado que ABCAL es el principal
exportador de colesterol celular y fosfolipidos, asi como aceptor de
apolipoproteinas, actividad esencial para la formacién de HDL P21, En 2007 se

demostré que los niveles intracelulares de colesterol pueden influir en la
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funcion de las células B pancreaticas. Al inactivar selectivamente el gen ABCA1
en ratones, se observd acumulacion de colesterol celular y una reduccion en la
secrecion de insulina in vivo, asi como un deterioro progresivo de la tolerancia
a la glucosa, sugiriendo con esto que los niveles de colesterol elevados pueden

contribuir a la disfuncién de las células p en la DT2 331,

Se ha reportado que existen diversos SNPs en el gen ABCA1 3Y1, Entre los
polimorfismos de ABCA1 se encuentran el rs9282541 y rs10991437, los cuales
se han asociado a DT2 y al indice cintura-cadera elevado respectivamente. El
polimorfismo rs9282541 se ha observado en altas frecuencias en poblaciones
americanas, especificamente en poblaciones mestizo-mexicanas e indigenas y
se ha asociado a DT2 [3% 381 por Io cual, se ha reconocido como variante propia
de dichas poblaciones. Por otro lado, la asociacion del rs10991437 con la

enfermedad aun no se tiene claro 371,

3.1.1 rs9282541
El polimorfismo rs9282541, mejor conocido como R230C, se localiza en el exén

7 del gen [381

La variante ocurre debido al cambio de una citosina por un
uracilo en la posicién 1001 del transcrito, pasando del codén CGC a UGC, lo
que origina el cambio de aminoéacido de arginina (R) por cisteina (C) en la

posicion 230 de la proteina.

Estudios sobre este polimorfismo han demostrado que la presencia de la
variante produce una secrecion anormal de insulina relacionada con la
acumulacion de colesterol en las células B. El polimorfismo R230C se ha
encontrado asociado a DT2 en poblacibn mexicana, sobretodo en personas con
DT2 de aparicion temprana (diagndstico antes de los 40 afios) 9!, asi como en

mestizos mexicanos con obesidad y niveles de HDL-C bajos. En general esto
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sugiere que la asociacion del gen ABCA1 a DT2 esta relacionada con la

secrecion de insulina a través de la regulacién de HDL-C B9

El polimorfismo R230C ha sido estudiado en poblaciones japonesas, caucasicas
y americanas, asi como en poblaciones indigenas y mestizas, observandose
una alta frecuencia de éste en poblaciones indigenas (20.4%) comparada con
las demas poblaciones (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia alélica del rs9282541 en poblaciones del mundo 3¢}

SNP Frecuencias alélicas (%)
MYA AMR EUR AFR ASN
rs9282541 C 79.6 95.9 100 99.8 100
T 20.4 4.1 0 0.2 0

Poblacion: MYA, Maya; AMR, Americana; EUR, Europea; AFR, Africana; ASN, Asiatica occidental.

3.1.2 rs10991437

El polimorfismo rs10991437 se encuentra en una region intergénica cerca de
los genes ABCA1 y SLC44A1. En 2015 fue identificado junto con otros 49 /oci, y
se asocié con el ICC ajustado por el IMC Bl Esta variante no ha sido
completamente estudiada, sin embargo, se ha observado una alta frecuencia
en poblaciones de Asia Occidental (30%) (Tabla 5). Es importante mencionar
que en poblacién mexicana no se tienen datos de su frecuencia.

Tabla 5. Frecuencia alélica del rs10991437 en poblaciones del mundo

SNP Frecuencias alélicas (%)
AMR EUR AFR ASN
rs10991437 C 90 90 98 70
A 10 10 2 30

Poblacion: AMR, Americana; EUR, Europea; AFR, Africana; ASN, Asiatica occidental. Fuente: 1000

Genomes Project
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3.2 Gen HNF4A

El gen HNF4A (factor hepatocitico nuclear 4 alpha), es un miembro de la
superfamilia de receptores nucleares de hormonas esteroideas/tiroideas
(NR2A1) que codifica para una proteina reguladora de vias metabdlicas. Este
receptor nuclear (NR) estd involucrado en la regulacion transcripcional de

genes en las células hepéticas e islotes pancreaticos en el humano.

El gen HNF4A se localiza en la region 20g13.12, esta constituido por 74 Kb,
diez exones y dos promotores. La actividad de los promotores depende del
tejido y la etapa de desarrollo [*°1. Se han encontrado al menos seis isoformas
de HNF4a, generadas por los dos promotores y splicing alternativo, que han
sido verificadas experimentalmente; aunque existen otras isoformas que
siguen siendo estudiadas. Los isdmeros HNF4al a HNF4a3 son codificados por
el promotor 1 (P1), y son mas abundantes en tejidos hepaticos y renales.
Mientras que, los isbmeros HNF4a7 a HNF4a9 son codificados por el promotor

2 (P2), los cuales se han encontrado en pancreas de adulto (Figura 8) 40 411,

Figura 8. Estructura del gen HNF4A. Constituido por diez exones y dos promotores (P1 y P2), los
cuales conducen a la expresion de seis variantes. Las isoformas difieren en los dominios A/B y F. P1 da

26



lugar a HNF4al, HNF4a2 y HNF4a3 (hepaticos y renales). P2 genera HNF4a7, HNF4a8 Y HNF4a9
(pancreaticos) [,

La proteina codificada por HNF4A genera un factor de transcripcion nuclear, de
expresion constitutiva que fue descubierto en extractos proteicos de higado de
rata [*21. La transcripcién del mensajero por los dos promotores (P1 y P2), a
partir del splicing alternativo, da como resultado nueve transcritos que

codifican nueve isoformas de la proteina con expresion tejido especifica [%1.

La proteina muestra una estructura terciaria integrada por 12 hélices alfa y
cuatro hojas B-plegadas. Los dominios funcionales del extremo N-terminal de
HNF4a consisten en: un dominio con la funcion de activacion, un dominio con
dos dedos de Zinc C-4 (responsable de la unién al ADN), un dominio de union

al ligando (DBL) y una regién C-terminal 3.

La proteina HNF4a se une como homodimero al ADN, los dedos de Zinc,
ademas de la bisagra (H) son regiones de reconocimiento para su uniéon al
ADN, estos sitios reconocen una secuencia consenso de seis nucleétidos de
repetidos directos (DR1) 5" -AGGTCA-3" 0 sus variaciones como DR2 con un
espacio de uno o dos nucledtidos (AGGTCAaAGGTCA) de los genes que estan

bajo su control, para activar su posterior transcripcion (Figura 9) 41,
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Figura 9. Funcion de la proteina HNF4a. El homodimero de HNF4a se une al ADN a través del
multicomplejo LBD-H-DBD (dominios de unidn al ligando-bisagra-dominios de union a ADN) que reconoce
y se une a los elementos de respuesta (DR1 o DR2) 51,

Las principales funciones del gen HNF4A en el adulto estan vinculadas a
mantener la homeostasis del higado, el intestino y las células pB-pancreaticas.
En estas ultimas, el gen HNF4A regula la expresion del gen de la insulina y de
genes que codifican proteinas involucradas en el transporte de glucosa. El gen
HNF4A se ha relacionado con el desarrollo de DT2, cuando existe una
alteraciéon en el gen, se produce una secrecién de insulina alterada °!. Se ha
observado gran variabilidad del gen entre las poblaciones, siendo altamente
polimérfico. A la fecha se han identificado 3,066 SNPs localizados en regiones

codificantes del mismo 71,

Estudios realizados en los afilos 90~ s demostraron la existencia de mutaciones
en el gen HNF4A responsables del tipo de diabetes MODY1. Los pacientes
afectados presentan una hiperglucemia que va aumentando progresivamente,

al mismo tiempo que va descendiendo la capacidad de respuesta de la célula B
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pancreatica para segregar insulina, lo que da como resultado que entre un 30-
40% de los afectados requieren tratamiento con insulina. Se ha podido
comprobar que existen alteraciones en la célula B en los sujetos no diabéticos
portadores de una mutacion mucho antes de que se manifieste Ila
hiperglucemia. La prevalencia de complicaciones micro y macrovasculares es
similar a la observada en la DT1; no obstante, existe entre un 10-20% de
pacientes con alguna mutacion en este gen que mantienen una tolerancia

normal a la glucosa [“8].

3.1.2 rs1800961
Entre las diferentes variantes del gen HNF4A, el polimorfismo rs1800961

(C>T) ha sido de los mas estudiados ya que se ha asociado al desarrollo de
DT2. El polimorfismo rs1800961 consiste en un cambio de aminoacido de
treonina por isoleucina en la posicion 130 (T1301) en el exd6n 4, en donde se
observa el cambio de codén ACU a AUU 1. En poblacién mexicana hay
estudios realizados en mestizos mexicanos que reportan una frecuencia alta de

la variante rs1800961 en pacientes con DT2 de aparicién temprana %1,

El cambio T130l se ha usado como marcador de DT2 debido a la alta

frecuencia observada en poblaciones Americanas (Tabla 6).

Tabla 6. Frecuencia alélica del rs1800961 en poblaciones del mundo [3¢]

SNP Frecuencias alélicas (%)
MYA AMR EUR AFR ASN
rs1800961 C 89.7 88.5 96.6 100 99
T 10.3 11.5 3.4 0 1

Poblacion: MYA, Maya; AMR, Americana; EUR, Europea; AFR, Africana; ASN, Asiatica occidental.
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4. Poblacion en estudio

México es reconocido por ser una nacion multicultural, conformada por 68

grupos étnicos B!

. Se ha demostrado que existe una gran variedad genética
entre poblaciones debido a su historia y a las barreras geograficas del territorio
del pais. Actualmente, la mayor parte de la poblacion mexicana es mestiza, sin
embargo, se ha reportado que los mexicanos tienen aproximadamente un 70%
de componente genético indigena, 25% de caucasico y 5% de africano *2. Es
por ello que los estudios genéticos se han enfocado en los pueblos amerindios,
en busqueda de variaciones propias de cada poblacién y su asociacion a

enfermedades metabdlicas.

Nayarit, se localiza al oeste de México y colinda con los estados de Zacatecas,
Durango, Jalisco y Sonora. Tiene una extension correspondiente al 1.4% del
territorio nacional. Cuenta con 1,181,050 habitantes, de los cuales el 69% se

localiza en zona urbana y el 31% en zona rural 531,

Es un estado rico en diversidad cultural, en cuanto a su poblacion el 5% es
practicante de una lengua indigena. Las lenguas mas habladas en el estado de

Nayarit corresponden a los principales grupos indigenas (Tabla 7).

Tabla 7. Namero de hablantes indigenas en el estado de Nayarit de acuerdo al grupo al que
pertenecen [5!]

L Namero de hablantes
Lengua indigena

(2010)

Huichol 25 151
Cora 20 793
Tepehuano 1972
Nahuatl 1904
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Las etnias del estado se ubican en la sierra de Nayarit, llamada también Sierra
de Alica o Sierra de Tepic, que a su vez es continuacion de la Sierra Madre de
Durango. Un altiplano de 2,500 metros de altura forma parte central de la
elevacion, el cual esta dividido de norte a sur, en su parte central, por el valle
del rio Cora. La importancia de este rio es establecer la separacion del

territorio de los coras con respecto al de los huicholes!®*.

La topografia de la region se presenta llena de barrancos y precipicios, por lo
que es una de las rutas mas dificiles y peligrosas para los viajeros. Debido a
ello, las comunidades indigenas de la regidon se mantuvieron intactas durante

la conquista y, como consecuencia, del mestizaje.

Los indigenas de Nayarit, o nayares, estan representados por los coras, los
huicholes y por algunos tepehuanos. Estas tres tribus tienen, con pequefias
diferencias, las mismas costumbres y religion, pero se distinguen basicamente

por su lengua®?.

Figura 10. Localizaciéon geografica de las comunidades estudiadas: Huichol, Cora, Tepehuano y
Mexicanero.
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4.1 Cora

El grupo Cora habita en la parte occidental de la sierra de Nayarit. Entre las
principales actividades que realizan, se encuentra el cultivo de maiz, calabaza,
frijoles, sandia y cacahuate; cultivos de cafa de azucar y de platanos, asi
como de arboles frutales como el durazno y el manzano. También se dedican al
cuidado de ganado y al intercambio comercial del mismo con las poblaciones

vecinas.

El cora se inclina al consumo de alcohol, mismo que produce aprovechando las
plantas de agave. Fabrican un fermentado parecido al mezcal, asi como el

pulque conocido como tachique.

La medicina entre los coras ha permanecido en estado rudimentario, se
emplean algunas plantas con propiedades curativas y el ejercicio de la
medicina esta a cargo de los brujos. Actualmente, existen unidades médicas
rurales que apoyan a las comunidades en la curacion de las enfermedades; en
los casos graves, se traslada a los enfermos a Tepic en avioneta. Las
principales enfermedades que afectan a la poblacion son las enfermedades de

la piel y gastrointestinales [°°1.

4.2 Huichol

Huichol, guachichil o huachichil, son nombres que se le da al pueblo
descendiente de huitcharika, que significa agricultor. Segun la leyenda, la tribu
huichol fue la primera en la sierra de Nayarit en llevar a cabo el cultivo de un
campo de maiz. A pesar de encontrarse entre las culturas mas antiguas, ha

sido poco considerada debido al caréacter timido y reservado de la poblaciéon
[54]

El territorio ocupado por los huicholes incluye la parte oriental de la sierra, es

decir, la zona comprendida entre el valle de rio JesUs Maria y del rio Bolafos.
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En cuanto a la poblacion, se distinguen dos tipos basicos de huicholes: uno de
rasgos finos y el otro de rasgos gruesos de aspecto tosco. El grupo huichol no
presenta una unidad etnografica, se cree que es la mezcla de dos etnias
distintas que se fusionaron en una época remota y se refleja en el aspecto
fisico de los habitantes. A pesar de haber dos tipos de etnias, no ha habido

mayor mezcla con extranjeros, conservando asi la pureza de su etnia P,

Al igual que los coras, los huicholes se dedican al cultivo del maiz, frijol,
vegetales y arboles frutales. Ademas practican la caza de liebres, conejos,

ardillas y ratas, asi como venados y aves para ceremonias religiosas .

En cuanto a los servicios médicos, existen unidades rurales del Seguro Social,
sin embargo, son insuficientes para cubrir las enfermedades que afectan a la
poblacién como lo son: infecciones gastrointestinales, parasitosis, infecciones
respiratorias, tuberculosis, infecciones de la piel, problemas dentales, partos

de alto riesgo y cancer de mama %1,

4.3 Tepehuano
Los tepehuanos o tepehuanes del sur, son uno de los cuatro grupos indigenas
que habitan en la regién del Gran Nayar. El vocablo tepehuan, “habitantes de

la montana”, fue asignado por la regién en donde habitan.

Las actividades econdmicas que practican son la explotacion forestal, el cultivo
de maiz, frijol, calabaza, chayote y chilacayote; asi como la ganaderia, aunque
muy pocas personas tienen la capacidad econdémica para la manutencion de los
animales. También se han dedicado al comercio de artesanias, sin embargo,

son actividades poco redituables %1,

Las comunidades tepehuanas se encuentran en las regiones mas apartadas de
los centro urbanos, tanto en Durango como en Nayarit. Para llegar a cualquiera
de las cabeceras comunales es necesario viajar cinco horas. En cuanto a

servicios, la mayor parte de la regibn no cuenta con suministro de energia
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eléctrica. Los servicios de salud que ofrece el gobierno los cubren las Unidades
Médicas Rurales del IMSS y las clinicas de la Secretaria de Salud. En los
ultimos afios, la atencion médica se ha incrementado a 14 unidades en la
region. Entre las causas de demanda de atencibn mas frecuentes se
encuentran: enfermedades gastrointestinales y de vias respiratorias, sarna,

paludismo, y picaduras de alacran °l.

4.4 Mexicanero

Los mexicaneros son indigenas hablantes de nahuéatl que habitan en tres
comunidades de la Sierra Madre Occidental: San Pedro Jicoras y San Agustin
de Buenaventura, en Durango, y Santa Cruz, en Nayarit. Es probable que el
nombre de mexicaneros lo hayan adoptado como etnonimo a partir de que
viajeros y exploradores los empezaron a Illamar asi. ElI etnédnimo de
“mexicanero” es comun entre quienes hablan la lengua mexicana, conocida

como nahuatl, razén por la cual también se autodenominan “mexicanos”.

Los mexicaneros son minoria en relaciobn con los coras, tepehuanos y
huicholes, y conviven con comunidades aledafias. La mayoria de los
mexicaneros son bilingues o trilingUes, razon por la cual es dificil identificarlos
durante los censos de poblacién, pues se registran como hablantes de huichol,

cora o espafiol.

La presencia de la poblacibn nahua en la Sierra Madre Occidental causé un
gran interés entre los investigadores. Existen varias hipotesis sobre el origen
de esta etnia. Por un lado, se consideran de origen tlaxcalteca, y por otro, se
deduce que pertenecian a grupos tecuales o huicholes hablantes de nahuatl
que ocuparon las comunidades mexicaneras. Sin embargo, adn no hay
argumentos suficientes que confirmen el origen de los mexicaneros. Pese a
ellos, la etnografia mexicana permite afirmar que se trata de una poblacion

que tiene su origen en el lugar que habita.
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Las comunidades mexicaneras se encuentran muy alejadas de los servicios
publicos debido a la escasa infraestructura de carreteras. En cuanto a servicios
de salud, los mexicaneros son atendidos por hueseros, sobadores, parteras y
el médico de la clinica de la comunidad, pero hay una gama compleja de
enfermedades consideradas “delicadas” que son atendidas por el chaman de la

comunidad, quien realiza ritos para sanar al enfermo P71

Es importante mencionar que, debido al dificil acceso a las comunidades
descritas, aun en la actualidad, no se tiene un registro exacto de los
padecimientos y de las principales causas de defuncion. Como consecuencia,
no se sabe exactamente el numero de afectados por DT2 y otros trastornos
metabdlicos, lo que revela la demanda de servicios de salud en estas

poblaciones.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, son escasos los estudios realizados en busca de marcadores
genéticos de riesgo a alteraciones metabdlicas, que finalmente desencadenan
obesidad y DT2. Dichos padecimientos han afectado a un gran numero de
personas, siendo los grupos indigenas mexicanos los mas vulnerables debido a
sus condiciones de aislamiento y al acceso limitado a los servicios de salud.
Adicionalmente, diversos estudios han sugerido que los grupos indigenas son

mas susceptibles a padecer DT2 por su componente genético.

Es por ello que el estudio de las variantes rs9282541 y rs10991437 en el gen
ABCA1 y rs1800961 en el gen HNF4A, en poblaciones indigenas permitira
conocer su frecuencia y saber si estan asociadas a alteraciones metabdlicas de

susceptibilidad a DT2.

36



III. JUSTIFICACION

Las enfermedades multifactoriales, como la diabetes, dependen de un factor
genético, siendo las variaciones tipo SNP las méas comunes. Se han identificado
variantes en poblaciones caucasicas, africanas, asiaticas y americanas, sin
embargo, la distribucién no es homogénea debido a la variabilidad genética de
cada poblacién. Particularmente, México es un pais multicultural integrado por
mestizos mexicanos, quienes poseen un 70% de componente amerindio
derivado de los distintos grupos indigenas. Razén por la cual su evaluacion es
de gran importancia, ademas del alto riesgo que poseen para padecer dichas

enfermedades.

El estudio de las variantes rs9282541 y rs10991437 del gen ABCAl y el
rs1800961 del gen HNF4A, en poblaciones indigenas permitira conocer su
frecuencia y saber si estan asociadas a parametros bioquimicos de la
poblacién. El presente trabajo se enfoca en las poblaciones indigenas del
Estado de Nayarit: Cora, Huichol, Tepehuano y Mexicanero, debido a que son
de los grupos indigenas mas conservados genéticamente dada su localizacion
geogréafica. Esto, con el objetivo de identificar marcadores genéticos de
susceptibilidad a padecer DT2 que pudieran sugerir alternativas para el control

y/0 prevenciéon de la enfermedad.
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IV. HIPOTESIS

Se encontrara una frecuencia de los polimorfismos rs9282541 y rs10991437
del gen ABCA1 y rs1800962 del gen HNF4A en los grupos Cora, Huichol,
Tepehuano y Mexicanero del Estado de Nayarit diferente a la reportada en

mestizos mexicanos y en las poblaciones del proyecto de 1000 Genomas.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la frecuencia de las variantes rs9282541 y rs10991437 del gen
ABCA1 y el rs1800961 del gen HNF4A en grupos indigenas del Estado de

Nayarit y su relacion con factores de susceptibilidad a DT2.

Objetivos particulares

» Evaluar los parametros antropomeétricos y bioquimicos de las poblaciones

indigenas: Cora, Huichol, Tepehuano y Mexicanero.

» Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos

seleccionados en los grupos Cora, Huichol, Tepehuano y Mexicanero.

» Comparar estadisticamente las frecuencias obtenidas con las reportadas

en mestizos mexicanos y proyecto de 1000 Genomas.

» Correlacionar el genotipo observado con los parametros antropométricos

y bioquimicos de los grupos Cora, Huichol, Tepehuano y Mexicanero.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio

Los requisitos que se consideraron para seleccionar a los participantes fueron
los siguientes: criterio linguistico, que mantuvieran sus costumbres y que sus
familiares hayan habitado en la misma region al menos dos generaciones

atras.

El presente trabajo fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Juarez de
México. Cada uno de los participantes fue informado del objetivo del estudio,
para lo cual se firmdé una carta de consentimiento informado y se aplicé un

cuestionario de datos personales (Anexo 1).

Determinacion de parametros antropométricos

A cada uno de los participantes se le tomaron las siguientes medidas: peso
(Kg), talla (cm), cintura (cm) y cadera (cm). Con dichas mediciones se calcul6
el Indice de Masa Corporal (IMC) y el indice Cintura-Cadera (ICC). También se
midié la presion arterial sistélica (PAS) y presion arterial diastdlica (PAD) por
duplicado (NOM-030 SSA2 2009).

Célculo de IMC: MC = Pesoka)

" talla?(m?)

cintura (cm)

Calculo de ICC: ICC=

cadera (cm)

Determinacion de parametros bioquimicos

A los sujetos participantes se les tomé una muestra de 5 mL de sangre
periférica en un tubo sin anticoagulante y con gel separador, se obtuvo el
suero de la muestra, el cual se utilizé para la determinacion de glucosa, urea,

creatinina, acido urico, colesterol, triglicéridos y transaminasas por meétodos
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enzimatico-colorimétricos (Anexo Il). Los sujetos debian estar en ayuno de 8
h, comprobado por medio de la medicion de glucosa con tiras reactivas en el

momento de la toma de muestra.

Extraccion de ADN

La obtencion del ADN de cada participante se realizO a partir de una muestra
de 5 mL de sangre periférica almacenada en un tubo con EDTA Para la
extraccion y aislamiento de ADN, se utilizé la técnica reportada por Miller y col.
[581(Anexo 111).

Posterior a la extraccion, el ADN obtenido se cuantific6 con la técnica de
espectroscopia UV en el equipo NanoDrop 1000, el cual proporcioné también la
pureza de cada muestra mediante el cociente 260/280. Asi también, se verifico
la integridad de las muestras por electroforesis en geles de agarosa al 1.5%,

usando como revelador bromuro de etidio (Anexo V).

Genotipificacion

La evaluacion de los polimorfismos seleccionados se realizé por la técnica de
PCR-Tiempo Real en el equipo ViiA™ 7 de Applied Biosystems®. Se utilizaron
sondas TagMan® para cada SNP: C_ 11720861 10 para rs9282541 de
ABCA1, C_ 31952442 10 para rs10991437 de ABCAl1 y C__ 7591528 10
para rs1800961 de HNF4A. Se utilizé el software de discriminacion alélica de

Applied Biosystems® para el analisis de los datos (Anexo V).

Analisis estadistico

Los estadisticos descriptivos, la comparacion de parametros antropométricos y
bioguimicos, asi como la determinacion de frecuencias alélicas y la correlacion
de los polimorfismos con los parametros antropomeétricos y bioquimicos se
realizaron por medio del software estadistico SPSS version 21.0 para

Windows®.

41



VII. RESULTADOS

Descripcion general de la poblacion en estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo de tipo transversal, en el cual participaron
228 individuos no relacionados, entre 18 y 85 afos, pertenecientes a cuatro

diferentes grupos indigenas del estado de Nayarit (Tabla 8).

Tabla 8. Distribucion geografica de los grupos indigenas en estudio

Grupo indigena Localidad Namero de participantes
Huichol Mesa de Nueva Valey, Tepic 49
Cora Presidio de los Reyes, Tepic 58
Tepehuano San Andrés Milpillas, Huajicori 92
Mexicanero Sta. Cruz Acaponeta, Tepic 29

La proporcion en cuanto a género fue de 180 mujeres y 48 hombres. (Gréafica
1).

Grafico 1. Distribucion general de la poblacion

21%

H Masculino

i Mujeres

79%
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Resultados antropométricos y bioquimicos

Se determinaron los parametros antropomeétricos y bioquimicos de la poblacion
en estudio. En la Tabla 9 se muestra las caracteristicas generales de los 228

participantes.

La muestra representativa es una poblaciobn de adultos, con una mayor
proporciobn de mujeres. En cuanto a los parametros antropométricos, la
poblaciéon presenta sobrepeso, con un IMC promedio de 25.9 Kg/m?, y
obesidad central en el género femenino con un ICC promedio de 0.90. En
cuanto a los parametros bioquimicos, los triglicéridos se encontraron en la
zona limitrofe alta, con un valor de 159.5 mg/dl, ademas de que el género
femenino present6 un valor bajo de HDL-C, 44.5 mg/dl. El resto de los
parametros medidos, se encontraron dentro de los valores de referencia.
Aungue se debe mencionar que el 36.4% tuvo valores de glucosa alterados en
ayuno, el 21.49% tuvo niveles de colesterol altos, el 56.14% triglicéridos altos

y el 35.55% de mujeres y 72.91% de hombres con HDL-C bajos.
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Tabla 9. Caracteristicas generales de la poblaciéon en estudio.

. Media/Mediana
Variable N / VLT d?
(percentil 25- percentil 75) referencia
Edad (afos) 225 40 (29-55) -
) H: 46 H: 92.4 + 10.68 H <90
Cintura (cm)
M: 175 M: 92.2 + 11.57 M <80
H: 46 H: 100.4 £ 7.94
Cadera (cm) -
M: 175 M: 102.1 + 10.67
ICC H: 46 H: 0.91 + 0.06 H:0.90-0.95
M: 175 M: 0.90 = 0.06 M:0.80-0.85
Peso (Kg) 226 60.0 (54.0-75.0) -
Talla (cm) 226 154.5 (149.8-160.0) -
IMC (Kg/m2) 226 25.9 + 4.89 18.5-24.9
PAS (mmHg) 227 118.6 + 17.45 <120
PAD (mmHg) 227 71.7 = 11.50 < 80
Glucosa (mg/dl) 228 94.0 (85.3-108.0) 70-100
Urea (mg/dl) 228 21.0 (19.0-26.0) 4-22
. H: 0.90 (0.80-1.00) H: 0.7-1.3
Creatinina (mg/dl) 228
M: 0.70 (0.70-0.80) M: 0.6-1.1
Acido arico (mg/dl) 228 4.9 +1.26 3.5-7.2
Triglicéridos (mg/dl) 228 159.5 (104.0-236.3) 50-150
Colesterol (mg/dl) 228 170.4 + 34.26 <200
H: 43.4 = 9.60 H =40
HDL-C (mg/dl) 228
M: 44.5 =+ 10.30 M >50
LDL-C (mg/dl) 228 117.1 + 29.36 <130
AST (U/L) 228 28.0 (22.0-34.0) 10-34
ALT (U/L) 228 22.0 (17.0-32.0) 10-40

H: Hombres, M: Mujeres

Mediante analisis de ANOVA se compararon los parametros antropometricos y
bioquimicos de los cuatro grupos indigenas. Se observaron diferencias
significativas (P<0.05) en varios de ellos (Tabla 10). En general todas las
mujeres de los grupos indigenas presentaron obesidad central, revelado por los
valores de ICC, y no hubo diferencias significativas. Los grupos Cora,

Tepehuano y Mexicanero, presentan sobrepeso, pero el grupo con el IMC mas
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alto es el Cora, el cual presenta diferencia significativa comparada con el grupo
Huichol, éste udltimo con niveles normales de IMC. Es importante mencionar
que los valores de PAS y PAD estuvieron dentro de los valores normales en
todos los grupos. El parametro que presentdé mas diferencias significativas
entre los grupos fue la concentracion de triglicéridos, todos los grupos
presentaron concentraciones por arriba de los valores de referencia. Las
concentraciones de &acido drico entre el grupo Mexicanero y Tepehuano
también presentaron diferencias, aunque se encuentran dentro de los valores

normales.
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Tabla 10. Comparacion de parametros antropométricos y bioquimicos de todos los grupos

indigenas
: HUICHOL CORA TEPEHUANO MEXICANERO
LR EL (N=29) (N=58) (N=92) (N=29)
Edad (afos) 38.41 = 13.90 43.21 + 16.89 44.81 + 16.74 41.93 + 17.75

Cintura (cm) H: 92.20 +11.31  H: 90.70 + 14.61 H:93.11 +9.01  H: 93.29 + 9.58
M: 86.49 + 12.07  M: 93.94 + 10.83 M:93.32 + 11.92 M: 93.76 + 8.38

Cadera (cm) H: 99.8 + 8.21 H: 100.0 + 11.41 H: 100.32 + 6.86 H: 102.00 + 5.54
M: 96.6 +9.18 M: 104.6 + 13.01 M: 102.71 +9.23 M: 103.90 + 9.08

Icc H: 0.92 + 0.067 H: 0.91 + 0.07 H: 0.93 + 0.04 H: 0.91 + 0.06
M: 0.89 + 0.06 M: 0.90 + 0.06 M: 0.91 + 0.06 M: 0.90 + 0.04

Peso (Kg) 57.34 + 13.76 ¢ 65.36 + 13.60 63.33 + 12.47 63.34 + 9.56

Talla (m) 1.52 + 0.86 1.55 + 7.62 1.56 + 9.92 1.57 + 9.26

IMC (kg/m?3) 24.48 + 5.06 27.09 + 5.29 @ 25.916 + 9.92 25.77 + 3.66

PAS (mmHg)  113.49 + 14.66 115.67 + 18.81 120.66 + 15.02 126.72 + 22.34 &b
PAD (mm Hg) 70.67 + 11.33 66.36 + 11.16 ¢  74.34 + 10.34 75.9 + 12.18
Glucosa

93.0 (81.0-109.5 98.5 (87.0-112.3) 94.5 (86.3-104.0) 89.0 (78.0-109.0
Cmorar) ( ) ( ) ( ) ( )
Urea (mg/dL)  21.0 (19.0-26.0) 21.0 (19.0-26.0)  21.0 (19.0-28.0) _ 21.0 (16.0-24.0)
Creatinina H: 0.90 (0.8-1.0)  H: 0.95 (0.8-1.08) H: 0.90 (0.8-1.0)  H: 0.90 (0.90-1.00)
(mg/dL) M: 0.70 (0.6-0.8) M: 0.70 (0.7-0.8) M: 0.70 (0.7-0.8) M: 0.70 (0.60-0.90)
Acido urico 486 +1.22 5.15 + 1.58 4.61+ 1.02 5.35+ 1.07 ©
(mg/dL)
Trigliceridos 175.22 + 102.71 162.21 + 71.45 190.36 + 118.43  177.45 + 40.57%"
(mg/dl)
Colesterol 170.82 + 26.75 169.02 + 35.68 168.91 + 35.04 239.24 + 136.42
(mg/dL)
HDL-C H: 40.8 + 13.8 H: 40.8 + 13.8 H: 400 + 7.9 H: 416 + 5.8
(mg/dL) M: 45.8 + 10.8 M: 45.8 + 10.8 M: 42.7 + 8.3 M: 47.1 + 14.6
LDL-C (mg/dL) 119.41 + 24.28 115.25 + 31.91 115.22 + 29.63 123.09 + 31.43
AST (U/L) 29.0 (23.5-37.5) 26.0 (22.0-31.25) 27.0 (22.0-31.0) _ 32.0 (24.0-39.0)
ALT (U/L) 22.0 (15.0-35.0) 22.0 (15.0-35.0)  22.0 (117.0-31.8)  26.0 (19.0-43.5)

3 P<0.05 vs Huichol; " P<0.05 vs Cora; °P<0.05 vs Tepehuano; ¢ P<0.05 vs Mexicanero
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Resultados genéticos

Con los resultados de la genotipificacion de las cuatro poblaciones en estudio
mediante PCR-tiempo real, se realizaron los célculos correspondientes para
obtener las frecuencias alélicas y genotipicas. Ademdas, se determind el
equilibrio de Hardy-Weinberg por medio del célculo de Chi-cuadrada (X?). A

continuacion se presenta el andlisis por cada gen.

ABCA1

Con respecto al polimorfismo rs9282541 del gen ABCA1 (Tabla 11) se observo
una alta frecuencia para el alelo de riesgo en las poblaciones: Cora, Tepehuano
y Mexicanero. Las frecuencias alélicas observadas fueron de 0.30, 0.22 y 0.24,
respectivamente. El grupo Huichol no presenté homocigotos para el alelo de
riesgo (TT). En cuanto al equilibrio de Hardy Weinberg, el grupo mexicanero no

se encontré en equilibrio con un valor de X? de 11.269.

Tabla 11. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs9282541 en poblacion
de estudio

Gen ABCA1 - rs9282541

Grupo Frecuencia Frecuencia Frecuencia x?
étnico observada alélica genotipica
CC CT TT TOTAL C T CC CT TT

Huichol 43 6
Cora 28 25
Tepehuano 55 33
Mexicaneros 20 4
X? <3.84

49 0,94 0,06 0,88 0,12 0,00 0.208
58 0,70 0,30 0,49 0,42 0,09 0.030
92 0,78 0,22 0,60 0,35 0,05 0.117
29 0,76 0,24 0,69 0,14 0,17 11.269

a| |01l O
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En cuanto a la segunda variante del gen ABCA1 (rs10991437), se observo una
frecuencia del alelo de riesgo de 0.17 y 0.55 en los grupos Tepehuano y
Mexicanero, mientras que, los grupos Huichol y Cora presentaron una
frecuencia de 0.02 y 0.07 para el mismo alelo, respectivamente, siendo el
grupo Huichol el que no presentd ningin homocigoto para el alelo de riesgo
(AA). Las etnias Huichol, Cora y Tepehuano se encontraron en equilibrio de
Hardy-Weinberg, sin embargo, el grupo Mexicanero no se encontré en

equilibrio al presentar un valor de 19.145 (Tabla 12).

Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs10991437 en la poblacién
estudiada

Gen ABCA1 - rs10991437

Srbe  Frecuenciaobservada Fone®  frewends X
CC AC AA TOTAL C A cC CA AA

Huichol 47 2 0 49 098 0,02 09 004 0,00 0,021
Cora 51 6 1 58 093 007 087 013 0,00 2,193
Tepehuano 65 23 4 92 08 017 069 0,28 0,03 1,068
Mexicaneros 0 26 3 29 045 055 020 049 0,30 19,145
X? <3.84
HNF4A

El polimorfismo rs1800961 del gen HNF4A (Tabla 13) present6é una frecuencia
de 0.16 para el alelo de riesgo en el grupo Cora. En los grupos Huichol,
Tepehuano y Mexicanero la frecuencia para el mismo alelo fue de 0.03, 0.02 y
0.02 respectivamente. Soélo en el grupo Tepehuano se encontré un homocigoto
para el alelo de riesgo (TT). En cuanto al equilibrio de Hardy-Weinberg, la
mayoria de los grupos presentaron valores menores a 3.84, excepto el grupo

Tepehuano con un valor de 40.214 para la XZ.
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Tabla 13. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs1800961 en la poblacién
estudiada

Gen HNF4A - rs1800961

Grupo étnico Frecuencia Frecuencia Frecuencia X2
observada alélica genotipica
CC CT TT TOTAL C T CC CT TT
Huichol 46 3 0 49 0,97 0,03 0,94 0,06 0,00 0.049
Cora 39 19 0] 58 0,84 0,16 0,67 0,33 0,00 2.225
Tepehuano 90 1 92 0,98 0,02 0,98 0,01 0,01 40.214
Mexicaneros 28 0 29 0,98 0,02 0,97 0,03 0,00 0.009

X? <3.84

En la Tabla 14 se presentan, a manera de resumen, las frecuencias alélicas de
los tres polimorfismos en estudio en todos los grupos indigenas del Estado de
Nayarit, asi como las frecuencias reportadas de poblacibn maya, mestizo-
mexicana y la base de datos de 1000 Genomas. Se observa el porcentaje

obtenido para el alelo silvestre y el alelo de riesgo de cada variante.
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Tabla 14. Frecuencia alélica de las variantes rs9282541, rs10991437 y rs1800961 de los
grupos indigenas del Estado de Nayarit, poblacién maya, mestizo-mexicano y la base de datos
1000 Genomas

Frecuencias alélicas (%)

SNP
Mestizo-
Gen Huichol Cora Tepehuano Mexicanero Maya* estzo AMR***
mexicano**
rs9282541 C 93.9 69.8 77.7 75.9 79.6 94.4 95.9
ABCA1 T 6.1 30.2” 22.3”> 24.1> 20.4” 5.6 4.1
rs10991437 C 98.0 93.1 83.2 44.8 90
ABCA1 A 2.0 6.9 16.8 55.2” 10
rs1800961 C 96.9 83.6 98.4 98.3 89.7 94.7 88.5
HNF4A T 3.1 16.4> 1.6 1.7 10.3 5.3 11.5

Alelo de riesgo en negrita.

>Test de Fisher. P<0.05 vs Mestizo-mexicano y AMR

*Lara-Riegos et al. 2015

**rs9282541, Villarreal-Molina T et al. 2008; rs1800961, Menjivar M et al. 2008
***Proyecto 1000 Genomas

Correlacion entre los polimorfismos estudiados y el perfil
bioquimico

Para evaluar el efecto de las variantes estudiadas sobre las caracteristicas
clinicas en toda la poblacion, se realiz6 un andlisis comparativo mediante el
modelo lineal general univariante, de acuerdo a los modelos de herencia:
dominante, recesivo y aditivo. Las variantes seleccionadas: rs922541,
rs10991437 y rs1800961, se correlacionaron con los parametros glucosa,
colesterol total, triglicéridos y HDL-C, y se corrigieron de acuerdo al IMC,
género y edad. A continuacion se presentan los resultados del analisis
realizado en cada grupo indigena, ademas de los estadisticos descriptivos para

cada parametro correlacionado.
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rs9282541

Al analizar el polimorfismo rs9282541 del gen ABCA1 en el grupo Huichol
(Tabla 15), se observo diferencia significativa (P<0.05) entre los portadores de
la variante (T) y los no portadores (C), con las concentraciones séricas de
triglicéridos en el modelo dominante. Los modelos recesivo y aditivo no se

aplicaron debido a la ausencia de homocigotos para el alelo de riesgo (TT).

Tabla 15. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL-C
con la variante rs9282541 en el grupo Huichol, de acuerdo a los modelos de herencia

rs9282541 gen ABCAl1

Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
EEEE _de Genotipo N
herencia
Media p Media p Media p Media p
cc 36 10:144 169.47 173.72 46.24
31.05 +28.46 +97.55 +9.74
Dominante 0.544 0.527 0.009* 0.097
CT/TT 6 97.33 177.00 246.83 40.75
+15.27 +19.40 +146.90 +6.55
* P<0.05

En el grupo Cora (Tabla 16), no hubo correlacion entre los parametros
bioquimicos y los portadores de la variante de riesgo (T) por ninguno de los

modelos de herencia estudiados.
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Tabla 16. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos
modelos de

y HDL-C con la variante rs9282541 en grupo Cora, de acuerdo a los

herencia
rs9282541 gen ABCA1
Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
herencia SELIRD )
Media P Media P Media P Media P
cc o5 113'64 17(_);32 163.20 45.86
7550 38.55 +64.67 +12.98
Dominante 0.795 0.761 0.914 0.562
116.50 169.92 168.92 44.87
CT/TT 26 + + +78.88 +11.24
49.52 35.99 - T
115.78 170.23 164.37 44.95
CT/CC 46 + + +68.46 +11.50
60.30 33.73 T T
Recesivo 0.417 0.753 0.676 0.665
R 5 133’80 173_'00 182.20 49.12
89 78 51.07 +104.89 +17.20
cc o5 119.64 170.32 163.20 45.86
+75.50 +38.55 +64.67 +12.98
. 111.19 168.24 165.76 43.86
Aditivo CT 21 +36.04 0.617 +32.89 0.868 +74.31 0.917 +9..65 0.681
B 5 138.80 177.00 182.20 49.12
+89.78 +51.07 +104.89 +17.20
*P<0.05

Asimismo, en el grupo Tepehuano (Tabla 17) tampoco se observd correlacion

entre los parametros bioquimicos con los portadores de la variante de riesgo

(T) por ninguno de los modelos de herencia.
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Tabla 17. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL-C
con la variante rs9282541 en grupo Tepehuano, de acuerdo a los modelos de herencia

rs9282541 gen ABCA1

Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
h . Genotipo N
erencia
Media P Media P Media P Media P
cc 48 98_;_92 17:3_'71 187.75 43.01
18.80 34 36 +111.44 +7.71
Dominante 0.535 0.377 0.283 0.274
100.77 165.86 209.89 41.18
CT/TT 35 + + +134.51 +7 59
41.55 35.04 - ) -
100.47 170.14 197.53 42.07
CT/CC 79 + + +120.76 +7.66
30.79 34.45 - ) -
Recesivo 0.281 0.986 0.996 0.724
T a 844‘_50 17?_'50 188.25 45.63
12.01 43.96 +153.84 +7.99
cc 48 98.92 173.71 187.75 43.01
+18.80 +34.36 +111.44 +7.71
. 102.87 164.61 212.68 40.60
Aditivo CT 31 +43 61 0.359 +34.41 0.656 +134.42 0.539 +7.47 0.442
T a 84.50 175.50 188.25 45.63
+12.01 +43.96 +153.84 +7.99
* P<0.05
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En cuanto al grupo Mexicanero (Tabla 18), se observd correlacion entre las

concentraciones séricas de colesterol y los portadores de la variante de riesgo

(T) por los modelos dominante y aditivo; ademas de las concentraciones de

triglicéridos y los portadores de la variante de riesgo por el modelo dominante.

Tabla 18. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL-C
con la variante rs9282541 en grupo Mexicanero, de acuerdo a los modelos de herencia

rs9282541 gen ABCA1

Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
Moddelo Genoti N (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
e enotipo
herencia Media Media p Media p Media p
cc 19 12?_'11 16‘_‘;_'79 228.32 42.08
13655 29_01 +134.21 +8.40
Dominante 0.432 0.006* 0.643 0.035*
CT/TT 9 94.56 + 20(3_'56 251.78 53.48
21.50 52_46 +151.74 +18.57
cT/cC o5 11?_'24 17?_'56 222.64 44 .93
11284 37_90 +128.76 +12.65
Recesivo 0.809 0.119 0.489 0.395
T 3 113.67 221'00 346.00 52.53
+4.73 37_75 +191.17 +20.33
cc 19 126.11 164.79 228.32 42.08
+130.55 +29.01 +134.21 +8.40
. 85.00 188.83 * 204.67 53.95
Aditivo CT 6 +20.05 0.717 +57 78 0.026 +119.29 0.789 +10.64 0.106
T 3 113.67 224.00 346.00 52.53
+4.73 +37.75 +191.17 +20.33
*P<0.05
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rs10991437

Respecto a la variante rs10991437 del gen ABCA1 en el grupo Huichol (Tabla

19), se observoé diferencia significativa (P<0.05) entre los portadores de la

variante (A) y las concentraciones de triglicéridos por el modelo dominante. No

se observaron homocigotos para el alelo de riesgo (AA), por lo que se

descartaron los modelos recesivo y aditivo.

Tabla 19. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos
y HDL-C con la variante rs10991437 en grupo Huichol, de acuerdo a los modelos de

herencia.
rs10991437 gen ABCA1
Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
Modelo de . (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
h n Genotipo N
erencia
Media P Media P Media ) Media P
cc a1 103.02 169.80 176.51 45.61
+29.47 +27.19 +95.86 +9.54
Dominante 0.055 0.314 0.002* 0.993
CA/AA 1 84.00 201.00 498.00 39.00
* P<0.05
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Para el grupo Cora (Tabla 20), se observé diferencia significativa (P<<0.05)
entre las concentraciones séricas de colesterol y los portadores de la variante
de riesgo (A) por el modelo dominante. También se correlacionaron las
concentraciones séricas de HDL-C con los portadores de la variante de riesgo
por el modelo aditivo.

Tabla 20. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL-C
con la variante rs10991437 en grupo Cora, de acuerdo a los modelos de herencia.

rs10991437 gen ABCA1

Glucosa Colesterol Triglicéridos
Modelo (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) HDL-C (mg/dL)
de Genotipo | N
EREREE Media p Media p Media p Media p
cc 45 119.24 176.53 171.60 46.62
+ 66.20 +33.55 +72.71 +11.54
Dominante To5.71 | 0-829 0.017* 0.585 0.051
CA/AA 7 ) 131.29 127.43 36.81
+29.75 + 32.66 +45.63 +11.44
117.96 171.37 167.20 45.02
CA/CC 51
Recesivo +63.00 | g ggp | #36:34 | g33g | F7079 | g461 | L85 | 5040
AA 1 90.00 123.00 87.00 59.30
cc 45 119.24 176.53 171.60 46.62
+66.20 +33.55 +72.71 +11.54
Aditivo CA 6 108.33 0.966 132.67 0.060 134.17 0.726 33.07 0.020*
+31.69 +35.56 +46.01 +6.24
AA 1 90.00 123.00 87.00 59.30
* P<0.05
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En el grupo Tepehuano (Tabla 21), no hubo correlaciéon entre los parametros

bioquimicos y los portadores de la variante de riesgo(A) por ninguno de los

modelos de herencia estudiados.

Tabla 21. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL-C
con la variante rs10991437 en grupo Tepehuano, de acuerdo a los modelos de herencia.

rs10991437 gen ABCA1

Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
. Genotipo N
herencia
Media P Media P Media ) Media P
cc 60 98_;_42 170.48 194.05 41.61
32 68 +34.09 +116.04 +7.26
Dominante 0.503 0.871 0.686 0.256
103.04 170.17 205.00 43.87
CAIAA | 23 | 45336 * +136.89 +8.58
- 36.89 - ’ -
100.25 170.69 194.13 42.46
ca/ce 80 +30.39 +35.08 +121.98 +7.56
Recesivo 85.00 0.419 162.67 0.819 0.217 0.193
AA 3 + + 276.00 36.37
29 51 2301 + 83.65 +9.81
cc 60 98.42 170.48 194.05 41.61
+32.68 +34.09 +116.04 +7.26
.. 105.75 171.30 194.35 44.99
Aditivo CA 20 +21.93 0.447 +38.85 0.970 +141.58 0.470 +8.05 0.109
AA 3 85.00 162.67 276.00 36.37
+29.51 +23.01 +83.65 +9.81
* P<0.05
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En cuanto al grupo Mexicanero (Tabla 22), se observé diferencia significativa
(P<0.05) entre las concentraciones séricas de glucosa y los portadores de la
variante de riesgo (A) por el modelo recesivo. No se aplicaron los modelos
dominante y aditivo debido a la ausencia de homocigotos para el alelo silvestre

(CO).

Tabla 22. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL-C
con la variante rs10991437 en grupo Mexicanero, de acuerdo a los modelos de herencia.

rs10991437 gen ABCA1

Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
Modelo (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
de Genotipo N
EREREE Media p Media p Media p Media p
99.50 173.79 238.21 43.90
ca/ce 24 +53.51 +43.01 +144.03 +12.23
: *
Recesivo 514,75 0.039 191.25 0.490 55175 0.885 6.5 0.108
AA 4 + + + +1é 39
261.52 20.12 105.97 -
* P<0.05
rs1800961

Respecto al polimorfismo rs1800961 del gen HNF4A, en el grupo Huichol
(Tabla 23) hubo correlaciéon entre las concentraciones séricas de triglicéridos
con los portadores de la variante por el modelo dominante. Sélo se aplicé el
modelo de herencia dominante ya que no se presentaron homocigotos para el

alelo de riesgo (TT).
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Tabla 23. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos
y HDL-C con la variante rs1800961 en el grupo Huichol, de acuerdo a los modelos de

herencia.
rs1800961 gen HNF4A
Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
Modelo (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
de Genotipo | N
MELELEE Media P Media P Media P Media P
cc a1 10%_'51 17]_;_'07 177.85 45.90
29 55 28.38 +104.81 +9.37
Dominante 0.756 0.166 0.003* 0.281
CT/TT 5 93_;_50 182.00 301.50 36.75
2051 + 2.83 +20.51 +0.35
* P<0.05
En el grupo Cora (Tabla 24), no hubo correlacion entre los parametros

bioguimicos y los portadores de la variante de riesgo (T) por ninguno de los

modelos de herencia.

Tabla 24. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL-C
con la variante rs1800961 en el grupo Cora, de acuerdo a los modelos de herencia.

rs1800961 gen HNF4A

Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
Modelo de _ (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
- Genotipo N
herencia
Media P Media p Media p Media p
cc 37 113'70 170.03 167.30 46.85

69.14 +32.91 +64.15 +13.09

Dominante 0.550 0.957 0.592 0.328
CT/TT 16 111.25 162_'81 155.88 42.11

+42.09 44.70 +88.04 +7.53

* P<0.05
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Se observd una situacion similar para el grupo Tepehuano (Tabla 25), en
donde no hubo correlacion entre los parametros bioquimicos y los portadores

del alelo de riesgo (T) por ninguno de los modelos de herencia estudiados.

Tabla 25. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL-C
con la variante rs1800961 en el grupo Tepehuano, de acuerdo a los modelos de herencia.

rs1800961 gen HNF4A

Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
Modelo de ) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
h . Genotipo N
erencia
Media P Media P Media P Media P
cc 81 99_;_95 169.99 193.58 42.34
30.65 +34.66 +120.59 +7.70
Dominante 0.425 0.838 0.194 0.505
CT/TT > 89.50 183_'00 339.00 38.20
+0.71 42 43 +63.64 +6.22
99.83 170.56 195.90 42.34
CT/CC 82
Recesivo +30.48 |  g5p | T34-84 | g 557 | F121:68 | 635 | £7:65 | g 497
TT 1 89.00 157.00 294.00 33.80
cc 81 99.95 169.99 193.58 42.34
+30.65 +34.66 +120.59 +7.70
Aditivo 0.720 0.582 0.362 0.767
CT 1 90.00 217.00 384.00 42.60
TT 1 89.00 157.00 294.00 33.80
* P<0.05
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Por udltimo, el grupo Mexicanero (Tabla 26) no presentd ninguna correlacion

entre los parametros bioquimicos y los portadores del alelo de riesgo (T) en los

modelos de herencia. Cabe mencionar que no se presentaron homocigotos

para el alelo de riesgo (TT) en el grupo.

Tabla 26. Relacion de las concentraciones séricas de glucosa, colesterol, triglicéridos y HDL-C
con la variante rs1800961 en el grupo Mexicanero, de acuerdo a los modelos de herencia.

rs1800961 gen HNF4A

Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL-C
Modelo de ) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
h n Genotipo N
erencia
Media p Media p Media p Media p
cc 28 119+'29 178.11 241.57 45.65
. +41.15 +138.33 +13.34
Dominante 108.63 | 0.695 0.476 0.365 0.906
CT/TT 1 82.00 159.00 174.00 49.80
* P<0.05
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VIII. DISCUSION

A través de la investigacion desarrollada por diferentes grupos, se han
identificado variantes genéticas asociadas a alteraciones metabdlicas %% 3¢ 5
691 Existe evidencia de estudios realizados en poblaciones caucasicas, asiaticas
y africanas, en donde se ha observado asociacion de polimorfismos en genes
como HNF4A, FTO, HHEX, TCF7L2 con DT2 (Tabla 3). Asi como nuevas
variantes relacionadas con adipogénesis, resistencia a la insulina vy
angiogénesis®®’1. Sin embargo, la distribuciéon de las frecuencias alélicas es
diferente en todas las poblaciones, siendo los mestizos mexicanos uno de los
grupos con gran variabilidad debido a la estructura genética compleja que
posee. Ademas, se ha demostrado a través de varios estudios la mayor
predisposicion de los mestizos mexicanos y de los grupos hispanos a
desarrollar diabetes y obesidad, lo cual se ha atribuido a su componente

genético Amerindio 6% 611,

Considerando que el 70% del componente genético de los mestizos mexicanos
es de origen amerindio y, que los grupos indigenas son el sector mas
vulnerable para desarrollar alteraciones metabdlicas y DT2 621, se estudiaron
tres polimorfismos previamente asociados a esta enfermedad en otras
poblaciones, en etnias del estado de Nayarit. Una de las variantes
seleccionadas es propia de la poblacibn mestizo mexicana (rs9282541),
mientras que la segunda (rs10991437), corresponde a una nueva variante
encontrada en poblacién europea P71, y la tercera (rs1800961) ha sido
reportada en poblacion europea y asiatica en diferentes estudios. Se eligieron
las cuatro etnias representativas del estado de Nayarit debido a que su
localizacion geografica las ha mantenido apartadas de la zona urbana,
permitiendo la conservacion de su componente genético asi como de sus

costumbres y tradiciones.
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La muestra poblacional evaluada fue de 228 participantes de diferentes edades
(18 a 85 afos) organizados en los cuatro grupos indigenas: Huichol, Cora,
Tepehuano y Mexicanero (Tabla 8). La distribuciéon general de la poblacion
mostré una mayor proporcion del género femenino (79%) comparado con el
masculino (21%) (Grafica 1) debido a que los hombres en estas poblaciones
van a trabajar al campo desde las 4 am, por lo cual es dificil su participacion

en este tipo de estudios.

El presente estudio se realiz6é considerando dos apartados: la determinacion de
los parametros antropométricos y bioquimicos, y la evaluacién genética que
corresponde a la frecuencia de los polimorfismos seleccionados. Las
caracteristicas generales (Tabla 9) muestran una poblaciéon indigena con
sobrepeso, indicado por el valor de IMC correspondiente a 25.9 Kg/m?;
obesidad central en mujeres (ICC=0.90); concentraciones limitrofes de
triglicéridos, 159.5 mg/dl, y con un valor bajo de HDL-C en el género
femenino, 44.5 mg/dl. Cabe mencionar que el resto de los parametros se
encontraron dentro de los valores de referencia, incluidos los valores de PAS,
PAD, glucosa y colesterol (alteraciones en estos parametros han sido asociadas
a enfermedades cardiovasculares y metabdlicas). Estos datos reflejan de
manera general el estado de salud de los grupos indigenas, mostrando una
poblacién con pocos casos de obesidad (18.6%), dislipidemia (21.5% con
colesterol alto, 56.1% triglicéridos elevados y 35.6% de mujeres y 72.9% de
hombres con HDL-C bajos) e hiperglucemia (36.4%). Dichos porcentajes
reflejan una poblacion propensa a padecer enfermedades metabdlicas, lo cual
podria estar asociado a su estilo de vida, sin embargo, estos grupos no
ingieren dietas altas en carbohidratos o lipidos y no tienen una vida sedentaria,
por lo que el componente genético que poseen podria estar involucrado de

manera significativa.
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Al comparar los parametros antropométricos y bioquimicos de los cuatro
grupos (Tabla 10), se observd que hubo diferencias significativas (P<0.05) en
los parametros de peso (Huichol vs Cora/Tepehuano), IMC (Huichol vs Cora),
PAS (Mexicanero vs Huichol/Cora), PAD (Cora vs Tepehuano/Mexicanero),
acido drico (Tepehuano vs Mexicanero) Yy triglicéridos (Mexicanero Vs
Huichol/Cora). ElI grupo Mexicanero fue el grupo que presenté mayores
alteraciones antropométricas y bioquimicas: ICC en mujeres, IMC, presion
arterial sistdlica, concentracion de triglicéridos, colesterol y HDL-C. Por su
parte, el grupo Huichol, presentdé menor niumero de alteraciones, siendo éstas
el ICC en mujeres, concentracion de triglicéridos y HDL-C. Estas diferencias
ponen de manifiesto la existencia de factores especificos (alimentacion,
actividad fisica) en cada grupo indigena que impactan en los parametros

estudiados.

El factor genético se evalud en el presente trabajo a través de la frecuencia de
tres polimorfismos asociados al desarrollo de DT2. Dos de las variantes
seleccionadas se encuentran en el gen ABCAI1, el cual codifica para un
transportador de membrana dependiente de ATP. La funcién de la proteina
codificada es transportar colesterol y fosfolipidos a través de la membrana
celular, ademas de estar involucrado en la formacion de HDL-C. La variante
rs9282541, mejor conocida como R230C, ha sido evaluada en poblaciones
europeas, africanas, asiaticas y americanas, las cuales no han reportado
evidencia suficiente para asociarlo con la DT2. Sin embargo, estudios
realizados en individuos mexicanos han mostrado una asociacion significativa
entre la variante rs9282541 y la enfermedad. En el presente estudio, los
grupos indigenas Cora, Tepehuano y Mexicanero del estado de Nayarit
presentaron frecuencias de 30.2%, 22.3% y 24.2% para el alelo de riesgo (T)

(Tabla 14). Frecuencias similares se han reportado en otros estudios, como el
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de Villarreal-Molina y cols., con una frecuencia de 20.1% en poblacion
mexicana [ Acufia-Alonzo y cols., reporta 12% en poblacién nativo
americana P%1, y el de Lara-Riegos y cols., con un valor de 20.4% para el alelo
de riesgo en poblacion indigena maya ¢ Por el contrario, el grupo Huichol
presenté una baja frecuencia de 6.1% para el alelo de riesgo, sin presencia de
homocigotos para el alelo T. Este pueblo indigena se distingue por ser el
menos comunicado y aislado del estado de Nayarit, lo que propicia que tenga

caracteristicas Unicas a diferencia de los demas grupos.

La segunda variante del gen ABCA1 que se estudi6é en las etnias nayaritas fue
el rs10991437, el cual se localiza en una zona intergénica entre los genes
ABCA1 y SCL44A. Las frecuencias alélicas observadas para el alelo de riesgo
fueron de 2.0%, 6.9%. 16.8% y 55.2% para cada uno de los grupos (Huichol,
Cora, Tepehuano y Mexicanero, respectivamente) (Tabla 14). Dichas
frecuencias son muy diferentes entre si, con ello se podria inferir que se trata
de una variante propia de ciertas poblaciones, sin embargo existen pocos
estudios relacionados con este SNP, por lo que la comparacion de los

resultados obtenidos con otros es limitante.

El tercer polimorfismo evaluado en la poblacién indigena de Nayarit fue el
rs1800961, conocido como T130l por el cambio de aminoacido que provoca la
mutacion. Respecto a la frecuencias alélicas observadas para el alelo de riesgo,
se obtuvieron los siguientes valores: 3.1%, 16.4%, 1.6% y 1.7% para cada
uno de los grupos estudiados (Tabla 14). Pese a que los Cora no presentaron
ningun de homocigotos para el alelo de riesgo (TT) (Tabla 13), presentaron
una frecuencia alta de 16.4% para este mismo. Valores similares han sido
reportados en otros estudios, en los cuales se ha encontrado asociacion con
DT2. Rodriguez-Trejo y cols., reporté una frecuencia de 13% en jovenes

mexicanos no diabéticos °3!; Granados-Silvestre y cols., 11.4% en el grupo
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indigena Teenek 4; Menjivar y cols., registré un porcentaje de 16% en un
estudio de asociacion en pacientes del Hospital Juarez de la Ciudad de México
[50]: 'y Lara-Riegos y cols., reporté una frecuencia de 10.3% en poblacién
indigena maya 2%, Esta cifra contrasta con las poblaciones Europeas en donde
se ha reportado 4% [©°1. De acuerdo a las frecuencias reportadas en diferentes
estudios, el rs1800961 ha creado controversia en cuanto a su asociacion con
DT2. Sin embargo, los datos observados en grupos indigenas sugieren la
existencia de un fondo genético propio de los grupos autéctonos Mexicanos,
que sugiere una contribucion a la aparicion de diabetes en poblacion mestiza

mexicana ©4,

En algunos casos, las etnias no permanecieron en equilibrio de Hardy-
Weinberg, esto sucede por efecto de seleccion natural, mutaciones, deriva
génica, migracion y monogamia. De manera particular, los grupos indigenas
estudiados viven situaciones de monogamia bajo la justificacion de conservar

la pureza de su etnia, lo cual pudo afectar tal equilibrio.

Para relacionar los polimorfismos seleccionados con algunos parametros
bioguimicos, se realizé un andlisis comparativo mediante un modelo lineal
general univariante. Para el rs9282541 se observaron diferencias significativas
en los grupos Huichol y Mexicanero. En el primero de ellos (Tabla 15), hubo
una correlacion entre las concentraciones séricas de triglicéridos con los
portadores de la variante de riesgo (T) por el modelo dominante, lo que indica
que el ser portador del alelo T afecta el transporte de triglicéridos, esto se
reflej6 en la concentracion elevada de triglicéridos (246.83 mg/dl) de los
heterocigotos y homocigotos de la variante de riesgo. Por su parte, en el grupo
Mexicanero (Tabla 18), se observdé una correlacion entre los parametros
colesterol y HDL-C con los portadores del alelo T por el modelo dominante,

aumentando la concentracién sérica de colesterol (164.79 mg/dL vs. 200.56
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mg/dL) en los portadores de la variante de riesgo. Esto concuerda con estudios
realizados en mestizos-mexicanos % %61 e indigenas B®!, en donde se reporta
un aumento en las concentraciones séricas de triglicéridos y colesterol en los
portadores del alelo de riesgo. En cambio, se observo el efecto contrario en la
concentracion de HDL-C en el grupo Mexicanero, siendo los no portadores del
alelo de riesgo los que presentaron bajos niveles, lo que podria deberse a
algun efecto genético (tamafio de la muestra, migracion, monogamia) o factor

ambiental.

En cuanto al rs10991437 del gen ABCA1, hubo diferencias significativas en el
grupo Huichol (Tabla 19), presentando un comportamiento similar al
rs9282541, ya que hubo correlacion entre la concentracion de triglicéridos y
los portadores del alelo de riesgo (A) por el modelo dominante. En el grupo
Cora (Tabla 20) hubo diferencias significativas en los parametros de colesterol
y HDL-C, se observaron concentraciones séricas mayores en los no portadores
de la variante de riesgo (A). Cabe mencionar que el tamafo de muestra fue
pequefo para los portadores de la variante A, por lo que se sugiere aumentar
el tamafo de muestra para verificar que la correlacion es correcta. Por su
parte, en el grupo Mexicanero (Tabla 22) se correlaciond la concentracion
sérica de glucosa con los portadores homocigotos del alelo de riesgo, los cuales
presentaron concentraciones altas de glucosa (99.5 vs 214.75 mg/dL). Los
estudios existentes no son suficientes para comparar los resultados obtenidos,
por lo que seria necesario ampliar los estudios del polimorfismo. Aunque se
sugiere una funcion especifica del rs10991437 en comparacion del rs9282541,

pese a pertenecer al mismo gen.

En el analisis realizado para la variante rs1800961 del gen HNF4A se observo
diferencia significativa en el grupo Huichol (Tabla 23), en donde se

correlacion6 la concentracion sérica de triglicéridos con los portadores de la
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variante de riesgo (T) por el modelo dominante. Se observo que los portadores
heterocigotos y homocigotos del alelo T tuvieron una concentracion de
triglicéridos mayor (177.85 vs 301.50 mg/dL) a los no portadores. Un estudio
realizado por el grupo de laboratorio % reportdé resultados similares en
poblacién mestiza-mexicana, lo que indica que existe una relacion entre la
concentraciéon de triglicéridos y los portadores del alelo de riesgo. Sin
embargo, se sugiere aumentar el tamafo de muestra, ya que s6lo se encontrd

un homocigoto para la variante de riesgo en la poblacion estudiada (Tabla 25).

El presente estudio tiene como finalidad describir genéticamente a las
poblaciones indigenas del Estado de Nayarit para tener un primer acercamiento
que permita realizar estudios de asociacion posteriormente. Esto con el
objetivo de identificar factores genéticos propios de los grupos étnicos de

México asociados al desarrollo de la DT2.

Finalmente, la presencia de polimorfismos asociados a DT2 en localidades
nayaritas, demuestra la presencia de variantes genéticas de susceptibilidad en

estos grupos, aunque se sugiere ampliar y profundizar la investigacion.
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IX. CONCLUSIONES

Las frecuencias alélicas de los polimorfismos rs9282541, rs10991437 y
rs1800961, obtenidas de los grupos indigenas del Estado de Nayarit, se
compararon con las frecuencias reportadas en mestizos mexicanos y la
poblacion americana del Proyecto 1000 Genomas, hallando diferencias
significativas entre los grupos de estudio y los datos documentados.

La presencia de dichos polimorfismos, asi como la relacibn con
parametros bioquimicos alterados, revelan la presencia de factores de
riesgo genéticos especificos de cada grupo indigena para padecer

enfermedades metabdlicas, como la diabetes tipo 2.
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XI. ANEXOS

Anexo 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Hospital Juarez de México
Facultad de Quimica
Universidad Nacional Auténoma de México

CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio: “Estudio gendmico para la busqueda del fondo diabetogénico
en poblacion indigena mexicana”

Nombre del Investigador | Dra. Marta Menjivar Iraheta
Responsable C Dra. Ma. Guadalupe Ortiz Lépez

Direccion: Laboratorio de Diabetes, Facultad de Quimica, UNAM, CU. y
Laboratorio de Endocrinologia Molecular, Hospital Juarez de
México Av. IPN 5160, Colonia Magdalena de las Salinas Del.
Gustavo A Madero CP 07760, México, D.F.

Teléfono de contacto 56-22-38-22 y 57-47-76-84

Introduccion:

El documento que se expone a continuacion cumple con lo dispuesto por el Reglamento
de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién en Salud. Articulos 10., 20.,
fraccion VII, 3o. fracciéon IX, 40., 70.,13 apartado "A" fracciones |, IX, X, apartado "B"
fracciones | y VI, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103 y demas relativos a la Ley General de
Salud.

Queremos invitarlo a formar parte del proyecto “Estudio genémico para la busqueda
del fondo diabetogénico en poblacion indigena mexicana”, que sera desarrollado por
investigadoras de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de
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Mexico y el Laboratorio de Endocrinologia Molecular del Hospital Juarez de Meéxico,
preocupadas por el alarmante alza de personas que presentan diabetes en nuestro pais,
esta enfermedad se caracteriza por aumentar el azucar en sangre y que con el tiempo
dana los rifiones, los ojos y el corazén entre otras cosas. La finalidad de este estudio es
conocer la herencia de la diabetes de nuestras comunidades indigenas mexicanas, para
lo cual mediremos sus concentraciones de azucar (glucosa) y de grasa en sangre
(colesterol, triglicéridos y “colesterol malo”) y también se buscara en su sangre cambios
en sus genes (herencia) que pudieran relacionarse con la posibilidad a padecer diabetes,
sus resultados seran muy valiosos porque con ellos contribuiremos a prevenir la diabetes
a nuestros descendientes.

Este estudio tiene como objetivo principal: Profundizar en el conocimiento de factores
genéticos que puedan predisponer al desarrollo de la diabetes, que es una enfermedad
que afecta en la disminucion de la calidad de vida de las personas que la presentan.

Antes de que usted acepte participar en este estudio, se le presenta este documento de
nombre “Consentimiento Informado”, que tiene como objetivo comunicarle de los posibles
riesgos y beneficios para que usted pueda tomar una decision informada y voluntaria.

El consentimiento informado le proporciona informacion sobre el estudio al que se le esta
invitando a participar, por ello es de suma importancia que lo lea cuidadosamente antes
de tomar alguna decisién y si usted lo desea, puede comentarlo con quien desee (un
amigo, un familiar de confianza, etc.) Si usted tiene preguntas puede hacerlas
directamente a su médico tratante o al personal del estudio quienes le ayudaran a
resolver cualquier duda

Una vez que tenga conocimiento sobre el estudio y los procedimientos que se llevaran a
cabo, se le pedira que firme esta forma para poder participar en el estudio. Su decisién de
que es voluntaria, lo que significa que usted es totalmente libre de ingresar o no en el
estudio. Podra retirar su consentimiento en cualquier momento y sin tener que explicar las
razones sin que esto signifique una disminucién en la calidad de la atencion médica que
se le brinde, ni afectara la relacién con su médico. Si decide no participar, usted puede
platicar con su médico sobre los cuidados médicos regulares. Su médico puede retirarlo o
recomendarle no participar en caso de que asi lo considere.
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Este estudio representara un recurso de investigacion util para conocer cuales son los
factores de herencia involucrados en el desarrollo de la diabetes en poblacion mexicana
que implicara:

Toma de una muestra de sangre, mediante puncion venosa del brazo de un volumen de
aproximadamente 15 ml para que con su sangre se hagan 3 cosas:

La extraccion de material genético (ADN) para el estudio de los genes especificados en el
protocolo “Busqueda de polimorfismos y mutaciones en genes relacionados con la
aparicion de diabetes, en poblacién indigena mexicana”.

Es probable que en un futuro se descubran nuevos genes relacionados con la “Diabetes”,

por ello se le solicita que autorice al investigador a almacenar su muestra para el estudio
de otros genes que se puedan descubrir en el futuro. Si usted acepta autorizar este
almacenamiento, se eliminaran de la muestra todos los vinculos con su identidad, antes
de guardarla, y no sera posible llegar a conocer su identidad a partir de ella. Esta muestra
sblo se utilizara para estudiar genes importantes implicados en la Diabetes y no se
realizaran otros estudios con ella.

Evaluacion de azucar y grasas en sangre.

Usted también puede aceptar que en dicha muestra de sangre donde se extraera el
material de herencia (ADN) se realicen otros estudios para estudiar otras enfermedades
diferentes.

Si usted acepta sdlo los estudios de herencia descritos en el punto 1, su muestra se
destruira después de completar la prueba. Si usted acepta que se guarde esa muestra
para futuros estudios como se describe en el punto 2, el investigador garantiza que
guardara y utilizara la muestra hasta que ya no quede mas. Una vez separada la muestra
no podra ser destruida, pero no se podra relacionar con usted.

Usted debe otorgar su consentimiento informado por escrito, indicando qué parte del
estudio genético acepta y firmando este documento, antes de la obtencién del muestra

Procedimiento
Si acepta a participar en el estudio, tendra lugar lo siguiente:

Se le examinara fisicamente, tomaran medidas de peso, estatura, cintura y cadera para
determinar el indice de Masa Corporal (IMC) y presion arterial.
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Se sometera a un analisis de laboratorio en el cual le haran una extraccion de sangre (el
equivalente a 3 tubos de 5mL cada uno). Le pediran que mantenga un ayuno de al menos
8 horas antes de la toma de muestra.

Le solicitaran que responda a un cuestionario para evaluar sus habitos alimenticios, nivel
de estrés y actividad fisica. En el mismo cuestionario le pediran algunos datos personales
y antecedentes de enfermedades.

Riesgos

Los riesgos de la extraccion de sangre incluyen molestias temporales ocasionadas por la
puncion con la aguja y/o hematomas.

Beneficios

Se le entregaran al participante los resultados bioquimicos (glucosa, colesterol,
triglicéridos, acido urico, creatinina) y sera de su conocimiento si es diabético, propenso a
la diabetes o0 una persona sana. Y en cuanto a encontrar algun polimorfismo y presentar
valores de glucosa normal debe ser continuamente monitoreado, como persona
susceptible a desarrollar diabetes.

Confidencialidad

Usted tiene derecho de controlar el uso de sus datos personales de acuerdo a la Ley
Federal de Proteccion de datos Personales en Posicion de Particulares, asi mismo de
solicitar el acceso, correccion y oposicion de su informacién personal. La informacién sera
procesada de acuerdo a las regulaciones de proteccion de datos vigentes. Sin embargo,
cierta informacion no podra estar disponible hasta que el estudio sea completado, esto es
con la finalidad de proteger la integridad del estudio.

No se revelara la identidad de las personas que participen en el estudio en ningun informe
o publicacion que se genere a partir de este trabajo.

A quién puedo llamar si tengo preguntas sobre este proyecto?
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Si usted tiene preguntas acerca de la recoleccidon de muestras, sus derechos en este
proyecto o sobre el almacenamiento de las mismas, puede llamar al Hospital Juarez de
México con la Dra. Ma. Guadalupe Ortiz Lépez 015557477684, o a la Facultad de
Quimica, UNAM con la Dra. Marta Menjivar Iraheta al 015556223822. Ya que no se
cuenta con numero 01800.

Consentimiento

1. Yo declaro bajo mi
responsabilidad que he leido la hoja de informacién sobre el estudio y acepto participar en
este estudio genético.

2. Se me ha entregado una copia de este consentimiento informado, fechado y firmado.
Se me han explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio genético y los posibles
beneficios y riesgos que puedo esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad para
realizar preguntas. Todas las preguntas fueron respondidas a mi entera satisfaccion.

3. Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificara mi sangre y mis
muestras de material hereditario (ADN) con un numero codificado o clave.

4. Soy libre de retirarme del estudio genético en cualquier momento por cualquier motivo,
sin tener que dar explicacion y sin que repercuta negativamente sobre mi tratamiento
médico futuro. Tras ello se procedera a la destruccion de la muestra codificada. Si se
hubiera retirado previamente el vinculo de identificacion de la muestra, no se podra
relacionar conmigo, de forma que no se podra destruir.

5. Me han informado que la evaluacion fisica, de laboratorio clinico y el estudio genético
no tiene ningun costo, y no habra ningun gasto adicional para mi.

6. En que toda la informacién genética de la muestra sea depositada en bases de datos
cientificas de libre acceso (publicas) en Internet. Cuya informaciéon no contendra datos
personales que puedan favorecer la identificacion del sujeto.

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

He leido o escuchado toda la informacion, 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.

Medite su eleccion, subraye uno de los siguientes puntos y firme si usted esta de
acuerdo.
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Punto 1. Yo DOY mi consentimiento voluntariamente para que se pueda realizar el
estudio genético referente a la “Diabetes” en mi muestra de material genético (ADN).

Punto 2. Yo DOY mi consentimiento voluntariamente para que se guarde mi muestra
material genético (ADN), con desvinculacién de la identidad. Esto permitira la realizacion
de nuevas pruebas en el futuro cuando se tengan mas conocimientos sobre los genes
relacionados con la “Diabetes”.

Punto 3. Yo DOY mi consentimiento voluntariamente para que en mi muestra de material
genético (ADN) desvinculada se puedan realizar futuros estudios en otras enfermedades.

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

Nombre del participante:

Direccion:

Firma del participante:

¢, Se le otorgd copia al participante? Si No

Firma del Investigador

Nombre del testigo:

Firma: Fecha:

dd-mmm-aaaa

Direccion: Relacion con el participante:
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Nombre del testigo:

Firma: Fecha:
dd-mmm-aaaa
Direccién: Relacién con el participante:

Nombre escrito de la persona que explica el consentimiento

Firma de la persona que explica el consentimiento

Fecha

dd-mmm-aaaa
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Anexo 11

Determinacion de parametros bioquimicos
Fundamento de reaccion
> Glucosa
La glucosa oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de glucosa a acido glucoénica.

El peroxido de hidrégeno (H»0,) producido, se detecta mediante un aceptor
cromogénico de oxigeno, fenol-ampirona en presencia de peroxidasa (POD).

B-D-Glucosa + Og + Hy O _ GO0 irido gluconico + Hz Oy

HoO)p + Fenal +4-aF — 22 - quinona + HqO

La intensidad del color formado (rojo-violeta) es proporcional a la
concentraciéon de glucosa presente en la muestra ensayada.

> Creatinina

El ensayo de la creatinina esta basado en la reaccion de la creatinina con el
picrato alcalino descrito por Jaffé. La creatinina reacciona con el picrato
alcalino formando un complejo rojizo. El intervalo de tiempo escogido para las
lecturas permite eliminar gran parte de las interferencias conocidas del
método. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
creatinina en la muestra ensayada.

> Acido Grico

El &cido urico es oxidado por la uricasa a la alantoina y peréxido de hidrégeno
(2H20,) que en presencia de peroxidasa (POD), 4-aminofenazona (4-AF) y 2-4
diclorofenol sulfonato (DCPS) forma un compuesto rosaceo.

Acido Urico +H20 + 02

Acido drico +2H.0 +0. €353 alantoina + CO_+2H 0.

2H,0, +4-AF +DCPS —" 22, Quinonaimina +4H_0
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La intensidad de quinonaimina roja formada es proporcional a la concentracion
de acido drico presente en la muestra ensayada.

> Urea

La ureasa cataliza la hidrdlisis de la urea, presente en la muestra, en amoniaco
(NH3) y anhidrido carbdnico (CO,).

El amoniaco formado se incorpora al a-cetoglutarato por acciéon de la
glutamato deshidrogenasa (GLDH) con oxidacion paralela de NADH a NAD™.
Urea + Ha0 + 2 HF—2122%8_5 9 NH, + CO;
GLDH

2 NH3 + o-Cetoglutarato + WA DH ———— H20 + NADH + L-Glutamato
La disminucion de la concentracion de NAD™ en el medio es proporcional a la
concentracion de urea de la muestra ensayada.

> Colesterol Total

La colesterol esterasa (CE) hidroliza los ésteres de colesterol, produciendo
colesterol libre de acidos grasos.

Esteres colesteral + H O CHE , Colesterol + Acidos Orasos

El colesterol libre se oxida en presencia de la enzima colesterol oxidasa (COX)
para formar colesten-3-one y peroxido de hidrégeno.

CHOD.

Colesteral + DE » d-Colestenona + HEDE

El perdxido de hidrogeno reacciona con 4-aminofenazona y fenol (contenido en
el buffer), en presencia de la peroxidasa (POD). Se produce una quinonimina
de color rojo.

2 Hz[:fl2 +Fenol + 4-Aminofenazona -PQD— » ClUinonirming + 4H2D

La intensidad del color rojo es proporcional a la concentracion total de
colesterol
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> Colesterol — HDL (HDL-C)

El método se basa en la reaccion de la enzima colesterol oxidasa con el
colesterol no-esterificado, y la disolucion selectiva de la HDL utilizando un
detergente especifico. En el primer reactivo, el colesterol no-esterificado no
HDL es sometido a una reaccion enzimatica tras la cual el peréxido producido
es consumido por la enzima peroxidasa con DSBmT, obteniéndose un producto
incoloro.

El segundo reactivo consiste en un detergente capaz de solubilizar el HDL
especificamente, reaccionando con la enzima colesterol esterasa (CE) y el
complejo cromogénico de la etapa anterior, formandose un compuesto
coloreado, en forma directamente proporcional a la concentracion de colesterol
HDL en la muestra.

HDL,LDL,VLDL Quilomicrones = LDL no — reactive, VLDL Qiolomicrones

Detergente especifico

HDL HDL disociado

HDL Colesterol —— A* Colestenona + H.0,

Pgroxidasa

H,0, + DSEmT + 4 — AAP ———— Complejo coloreado.

> Colesterol LDL (c-LDL)

Después de la cuantificacion de colesterol total y triglicéridos por métodos
enzimatico-colorimétrico. La determinacion de C-LDL se realiza por medio de
meétodos directos de acuerdo al calculo de Friedewald. Teniendo validez cuando
los niveles de triglicéridos son menores a 400 mg/dL.

TG
€—LDL=CT+C—HDL* (2)

> Triglicéridos

Los triglicéridos, debidos a la accion de lipoproteinas (LPL) liberan glicerol y
acidos grasos libres. El glicerol es fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenasa
(GPO) y ATP en presencia de glicerol quinasa (GK) para producir glicerol-3-
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fosfato (G3P) y adenosina-5-difosfato (ADP).El G3P es entonces convertido a
dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peroxido de hidrogeno (H.O,) por GPO.
Finalmente, el peréxido de hidrégeno (H.O,) reacciona con 4-aminofenazona
(4-AF) y p-clorofenol, reaccion catalizada por la peroxidasa (POD) dando una
coloracion roja.

Triglicéridos = glicerol + aridos grados libres

Glicerol cinasa

Glicerol + ATP ———  glicerol3 — P + ADP
G3IP+ 0, = H,0, + dihidroxiacetonafosfato

H,0,+4— AF +p—clorofenol = Quinonimina (compuesto de coloracion roja)

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
triglicéridos presentes en la muestra ensayada.

> Alanina aminotransferasa (ALT)

La alanina aminotransferasa (ALT) inicialmente Illamada transaminasa
glutdmico piravica (GPT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino
de la alanina al a-cetogglutarato con formacién de glutamato y piruvato. El
piruvato producido es reducido a lactato en presencia de lactato
deshidrogenasa (LDH) y NADH:

L-Alanina +w,-CetoglutaratDL> Glutamato + Piruvato

Piruvato + NADH + H* —=PH | actato + NAD®

La velocidad de disminucién de la concentracion de NADH en el medio,
determinado fotométricamente es proporcional a la concentracion catalitica de
ALT en la muestra ensayada.

> Aspartato aminotransferasa (AST)

La aspartato aminotransferasa (AST) inicialmente Illamada transaminasa
glutamato oxaloacética (GOT) cataliza la transferencia reversible de un grupo
amino del aspartato al a-cetoglutarato con formacion de glutamato y
oxalacetato. El oxalaacetato producido es reducido a malato en presencia de
malato deshidrogenasa (MDH) y NADH:
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Aspartato + - Cetoglutarato LT; Glutamato + Oxalacetato

Oxalacetata + NADH + H* —"2H ¢ M alato + NAD*

La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio,
determinada fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de

AST en la muestra ensayada.
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Anexo II1

EXTRACCION DE ADN POR EL METODO DE MILLER

La aplicacion de técnicas moleculares inicia con la extraccion de ADN vy la
obtencion exitosa de datos confiables y reproducibles, en gran medida, de la
extraccion de ADN integro y puro. La extraccion consiste en el aislamiento y
purificacion de moléculas de ADN y se basa en las caracteristicas fisicoquimicas
de la molécula. EI ADN esta constituido por un azucar, una base nitrogenada y
un grupo fosfato, el cual confiere carga negativa a la doble cadena,
caracteristica que es aprovechada para su extraccion ®’1. Los grupos fosfato
tienen una fuerte tendencia a repelerse, debido a su carga negativa, lo que
permite disolver al ADN en soluciones acuosas y formar una capa hidratante
alrededor de la molécula. Pero, en presencia de etanol, se rompe dicha capa y
quedan expuestos los grupos fosfato. Bajo estas condiciones se favorece la
uniéon con cationes como Na® que reducen las fuerzas repulsivas entre las

cadenas de nucleétidos y permiten que el ADN precipite [°8l,

Esta técnica consiste en la ruptura de las membranas celulares y eliminacion
de células anucleadas por tratamiento con detergente, es decir, se lleva a cabo
la lisis de leucocitos mediante buffer de lisis, solucién de proteinasa K y
solucién de SDS 10%:; se precipitan y eliminan las proteinas por modificacion
en la concentracion de sales; se concentra el ADN por precipitacion con

alcoholes; se lava y resuspende el extracto.
Metodologia

% En un tubo falcon de 15 mL adicionar:
o 2.5 mL de sangre periférica
o 6.5 mL de sacarosa triton 2x (frio)

o 3.5 mL de H,O destilada (estéril)
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Centrifugar a 2000 rpm por 15 min a 4° C.
Decantar el sobrenadante y desechar.
Lavar el boton con 2 mL de solucidén de sacarosa triton 1x (frio)
Centrifugar a 2000 rpm por 15 min. 4°C
Tirar cuidadosamente el sobrenadante, el pellet debe verse color rosado,
de lo contrario lavar nuevamente con sacarosa triton 1x (frio)
Agregar:
o 1 pL de buffer de lisis nuclear
o 55 pL de SDS al 10%
o 25 pL de proteinasa K (5mg/mL)
o Mezclar suavemente e incubar a 37°C durante toda la noche con

agitacion constante.

Posterior a la incubacion:

*

*
*
*
*

* ok

Agregar 600pL de cloruro de sodio saturado y agitar vigorosamente.
Centrifugar a 2000 rpm por 15 min. a 4°C.

Transferir el sobrenadante a otro tubo falcon estéril.

Agregar 2 volumenes de etanol al 100% FRIO.

Mezclar suavemente por inversion y retirar el ADN con una pipeta
Pasteur sellada de la punta.

Lavar el ADN con etanol al 70% dentro de un tubo eppendorf.

Dejar secar el ADN (el ADN seco tiene un aspecto transparente).

Disolver el ADN dejando la pipeta Pasteur por 20 min a 37°C en un tubo

eppendorf con 200 pL de H,O grado molecular.
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Anexo 1V
CUANTIFICACION DE ADN POR ESPECTROFOTOMETRIA

La espectrofotometria UV/Visible nos permite confirmar que contamos con
cantidad suficiente de acidos nucleicos (ADN/ARN) de calidad adecuada antes
de llevara cabo ensayos de PCR-Tiempo Real, analisis de SNPs o de
secuenciacion 8 El fundamento de la espectrofotometria es que cualquier
solucién que contenga moléculas suspendidas permite el paso de un haz de luz
a través de ella en proporcion inversa a la cantidad de moléculas que contiene.
Los acidos nucleicos presentan la absorcion maxima a una longitud de onda de
260 nm (UV). En la celda de un espectrofotobmetro un haz de luz atraviesa la
solucion de acidos nucleicos y, cuando ha pasado por la muestra, el
fotodetector mide la intensidad de luz absorbida. Mientras mas luz absorba la
muestra mayor sera la concentracion de &cidos nucleicos. La densidad Optica
es la unidad de absorbancia y tiene valores particulares para cada molécula
especifica en una determinada longitud de onda por unidad de distancia. En el

caso de los acidos nucleicos, una OD de 1 a 260 nm equivale a 50 pg/mL.

La ventaja de trabajar con el espectrofotdmetro NanoDropl000 es que la
cuantificacion se lleva a cabo a partir de 1 pL de muestra sin ayuda de ningun
tipo de cubeta ya que la muestra se pipetea directamente sobre la superficie
de medida. El rango de medida para muestras de ADN es de 2 a 3700 ng/uL.
Ademas, el equipo permite conocer la pureza de la muestra mediante el indice
260/280 81,

Indice 260/280

A pesar de que la técnica de extraccidon de los &cidos nucleicos esta bien
realizada, es imposible eliminar la totalidad de las proteinas celulares, asi como

de solventes y otros residuos organicos. Con el fin de valorar la pureza de la
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muestra, ésta se compara con la longitud de onda a la que absorben las

proteinas, 280 nm.

Dado que las proteinas absorben luz a una longitud de onda de 280nm. Una
muestra de acidos nucleicos pura tiene un indice 260/280 de 1.8 a 2.0. Cuando
el valor es menor a 1.8, la cantidad de proteina en la muestra es alta y es
conveniente realizar un nuevo proceso de extraccion. Asi también, un indice
mayo a 2.0, indica una rotura de las cadenas de los acidos nucleicos, y se

considera que la calidad es insuficiente.
VERIFICACION DE LA INTEGRIDAD DE ADN POR ELECTROFORESIS

Asi como la concentracion e integridad del ADN extraido pueden ser verificadas
mediantes electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. La electroforesis
consiste en la separaciéon de moléculas a través de una matriz tamponada
(agarosa, acrilamida, almidén). La matriz funciona como un filtro, separando
las moléculas en un campo eléctrico, de acuerdo al tamafio y la carga neta que
poseen. En el caso de los acidos nucleicos, el grupo fosfato es el responsable
por la fuerte carga negativa en condiciones de pH neutro, haciendo que los

fragmentos migren hacia el polo positivo (anodo) durante la electroforesis.

Los &cidos nucleicos separados en geles de agarosa pueden visualizarse
mediante tincion con colorantes fluorescentes, lo cual permite evaluar su
integridad. Los colorantes fluorescentes actian mediante insercion entre los
pares de bases que conforman el acido nucleico. ElI bromuro de etidio es
ampliamente utilizado para la visualizacion de ADN y ARN. Sin embargo, éste
es un reactivo altamente toxico, con propiedades mutagénicas, por que debe
ser manejado con extremo cuidado. Existen colorantes fluorescentes
alternativos, como SYBR Safe, SYBR Gols, SYBR Green y Syto60, desarrollados

para reducir los riesgos potenciales de mutagénesis ©°.
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Metodologia:

Preparacion del gel de agarosa al 1%:

% Pesar - de agarosa y disolverlos en — mL de buffer TBE 1x.

% Calentar en el microondas en lapsos de 20 s hasta que la agarosa quede
totalmente disuelta.

% Cuando la solucibn de agarosa haya alcanzado una temperatura
soportable por la mano, agregar 1uL de bromuro de etidio (10 mg/mL).
Mezclar de manera circular evitando que se formen burbujas en el gel.

% Colocar el o los peines en el molde de corrida. Verter lentamente el gel
liguido por uno de los extremos y retirar las burbujas que queden sobre
el area de corrida de las muestras con una punta limpia.

% Dejar polimerizar la agarosa.

Para la corrida de electroforesis:

% Llenar la camara de electroforesis con buffer TBE 1x hasta cubrir el gel.

% En cada pozo colocar 5 pL de muestra de ADN y 3 pL de buffer de carga.
(rapido)

% Conectar los electrodos de la camara a la fuente de poder y correr la

electroforesis a 70V durante 1h.
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Figura 11. Gel de agarosa al 1.5% para verificacion de la integridad de ADN
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GENOTIPIFICACION POR PCR-Tiempo Real

La PCR en tiempo real tiene el objetivo de detectar y cuantificar las secuencias
especificas de acidos nucleicos mediante el uso de reporteros fluorescentes en
la reaccion. El principio de la técnica se basa en la PCR punto final, s6lo que la
forma en coOmo se detectan y analizan los productos de la amplificacion es
diferente. El término en tiempo real se refiere a que la detecciéon de los
productos amplificados sucede en cada ciclo de la reaccién. Por su parte, el
término cuantitativo hace referencia a que es posible cuantificar la cantidad de
ADN en la muestra. Actualmente, la g-PCR es el método mas sensible para
detectar y cuantificar los acidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy
pequefa de templado, el sistema garantiza una alta sensibilidad especificidad y

eficacia.

Los reactivos quimicos en la PCR-Tiempo Real, son los mismos utilizados en la
PCR punto final, sélo que la enzima, dNTP’s, Mg?*, el buffer y el sistema
reportero de fluorescencia se venden juntos en la solucibn conocida como
“Master mix”. Los primers deben ser disefiados especialmente para garantizar
una alta especificidad y para que generen amplicones de un tamafo que oscile

entre 100-150 pb.

El monitoreo de los productos amplificados se realiza mediante estrategias
tecnoldgicas basadas en sistemas de reporteros fluorescentes. Existen métodos
no especificos que usan sondas como el bromuro de etidio y el SYBR-Green; y
los métodos especificos que a su vez se clasifican en hidrolisis e hibridacion.
Uno de los mas utilizados es el método especifico de hidrolisis que utiliza

sondas Tagman 7.
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Sondas de hibridacion especificas

Son sondas marcadas con dos tipos de fluoroforos, un donador y un aceptor. El
proceso también se basa en la transferencia de energia fluorescente mediante
resonancia (FRET) entre las dos moléculas. Las sondas de hidrélisis Tagman
son oligonucleodtidos marcados con un fluoréforo donador en el extremo 5’ que
emite fluorescencia al ser excitado y un receptor en el extremo 3’ que absorbe
la fluorescencia liberada por el donador. Para que esto ocurra, las moléculas
donadora y aceptora deben estar proximos. Ademas, el espectro de emision de
la primera se ha de solapar con el espectro de absorcion de la segunda.
Mientras la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donador es
absorbida por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion de ADN
templado, la sonda se hibrida con su cadena complementaria. Al desplazarse a
lo largo de la cadena, en su accién de sintesis, la ADN polimerasa, que tiene
actividad de 5’ exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5 de la sonda,
produciéndose la liberacion del fluoréforo donador. Como el donador y aceptor
estan ahora espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero es
captada por el detector. Una aplicacion comun de éste tipo de sondas es que
se utilizan como método para la genotipificaciéon. Dos son fluorogénicas, con
marcadores espectralmente diferentes, pueden ser utilizadas para discriminar
entre alelos nativos y mutantes. Si se detecta la amplificaciéon de una muestra
de ADN desconocido por la identificacion del fluor6foro del alelo nativo y no por
la del alelo mutado, la muestra se considera homocigoto del tipo nativo y, de
forma inversa, si se encuentra fluorescencia del marcador de identificacion
mutante, se clasifica como homocigoto de la cepa mutante. Y si presenta

ambos marcajes, se designa como heterocigota para los dos alelos [},
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Figura 12. Fundamento de q-PCR por el método especifico de hibridacién con sondas

Tagman

Informacion de sondas TagMan®

SNP Sonda TaqMan Secuencia
rs9282541 | C_ 11720861_10 | GGCTTCAGGATGTCCATGTTGGAAC[A/G]AAGTACTCG
CTCTGCTGCAGCCAGT
rs1800961 |C__ 7591528 10 | CAGAATGAGCGGGACCGGATCAGCA[C/T]TCGAAGGT
CAAGCTATGAGGACAGC
rs10991437 | C_ 31952442 10 | GTCCCAACAGCTATACATATTGAAT[A/C]TCTTAATAAC

ACCACTTTGCTTCAT

93




	Portada
	Contenido 
	Resumen 
	I. Antecedentes  
	II. Planteamiento del Problema  
	III. Justificación  
	IV. Hipótesis
	V. Objetivos 
	VI. Material y Métodos 
	VII. Resultados  
	VIII. Discusión   
	IX. Conclusiones  
	X. Referencias
	XI. Anexos

