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RESUMEN

La diabetes tipo 2 es considerada una de las emergencias de salud del siglo XXI. México
presenta una de las mas altas prevalencias de la enfermedad en el mundo y se
pronostica que seguira en aumento en los préoximos afios. Este pais al ser una economia
emergente padece los problemas de salud del primer y tercer mundo. Estudios del
fondo genético de susceptibilidad a la enfermedad se han realizado en mestizos
mexicanos pero pocos abordan poblaciones de vulnerabilidad econémica que se
encuentran rodeados de un ambiente con elevados factores de riesgo. Chimalhuacan es
un municipio que se encuentra muy cercano a la Ciudad de México formando parte de
la metropoli mas importante del pais y de Latinoamérica. Este territorio alberga
individuos de diferentes partes de la Republica que migran en busca de oportunidades
de vivienda, empleo y desarrollo social, sin embargo, no siempre lo consiguen debido a
la excesiva concentracion econdémica y poblacional de la zona. En este contexto se
evalu6 la asociacion de las variantes comunes rs1111875 (HHEX), rs1800961
(HNF4a), rs5219 (KCNJ11), rs1801282 (PPARy), rs10811661 (CDKN2A/2B),
rs13266634 (SLC30A8), rs12779790 (CDC123/CAMK1D), rs7903146 (TCF7L2),
rs9282541 (ABCA1) y rs13342692 (SLC16A11) con diabetes tipo 2 en poblacion de
Chimalhuacan. La investigacion se realiz6é a través de un estudio de 139 casos y 79
controles en los cuales se evaluaron parametros somatométricos, bioquimicos y se
genotipificaron los polimorfismos antes descritos encontrando asociacién con
rs1801282 y rs7903146. Luego de estratificar por edad de aparicidn de la enfermedad,
se encontro asociacion de los rs10811661 y rs7903146 con diabetes tipo 2 de
aparicién temprana y de rs1801282 nominalmente; en diabéticos tardios el rs7903146
presentd asociacion nominal. La asociacidn del rs1801282 es la primera reportada en
mestizos mexicanos. Adicionalmente se encontraron variantes genéticas relacionadas
con alteraciones fenotipicas: rs1800961 con triglicéridos, VLDL y HB1Ac; rs5219 con
glucosa; rs1801282 con HOMA-f3; rs13266634 con insulina y HOMA-f3; rs9282541 con
HDL y HB1Ac y rs13342692 con HOMA-IR. Este es uno de los primeros estudios que
analizan el fondo genético de la diabetes tipo 2 en una poblacién mestiza mexicana de

bajos ingresos econdmicos, lo cual, pudiera actuar sinérgicamente con los factores
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genéticos de riesgo encontrados y asi potencializar la susceptibilidad a la enfermedad

en dichos individuos.
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1. INTRODUCCION

1.1 Definicion y tipos de diabetes.

La diabetes es un grupo de enfermedades metabolicas caracterizada por hiperglicemia
causada por defectos en la secrecion de insulina, en la accion de ésta o ambas. Un
exceso de glucosa queda circulante en la sangre debido a que no puede ser introducida
a las células del cuerpo para convertirse en energia. La hiperglicemia crdénica esta
asociada con dafos a largo plazo, disfunciéon y falla de diferentes o6rganos

especialmente en los ojos, rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineos (1).

La clasificacidn de la diabetes se divide en las siguientes categorias generales (2):

Diabetes tipo 1.

También es llamada diabetes juvenil. Es causada por una reaccién autoinmune en la
cual el sistema de defensa del cuerpo ataca las células 3 del pancreas por una razon
que no estd completamente clara. Por tanto, las personas que la padecen, producen
muy poca insulina o no la producen. Por lo general, este tipo de diabetes puede
presentarse en cualquier edad, sin embargo normalmente lo hace en nifos y jovenes

adultos (3).

Diabetes tipo 2.

La diabetes tipo 2 (DT2) también es llamada diabetes no dependiente de insulina ya
que el cuerpo si es capaz de producirla, sin embargo se convierte en resistente a ella 'y
por lo tanto con el tiempo sus concentraciones se convierten en insuficientes. Tanto la
resistencia a la insulina como su deficiencia llevan a altos niveles de glucosa en sangre

(3). Este es el tipo de diabetes mas comtin (2).
Diabetes mellitus gestacional.

Es una forma de diabetes en la cual las concentraciones de glucosa son altas durante el

embarazo. Se desarrolla en uno de 25 embarazos en todo el mundo y se asocia con
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complicaciones para la mama y el bebé. Normalmente este tipo de diabetes desaparece
cuando termina el embarazo, sin embargo tanto la madre como el hijo tienen altas

probabilidades de sufrir DT2 afios mas tarde (3).

Tipos especificos de diabetes debido a otras causas

Sindromes de diabetes monogénica (tal como la diabetes neonatal y la diabetes tipo
MODY [Maturity-Onset diabetes of the Young]), enfermedades del pancreas exdcrino
(tal como fibrosis quistica) y diabetes inducida por quimicos o farmacos (tal como el
uso de glucocorticoides en el tratamiento del virus de inmunodeficiencia humana o

luego del trasplante de un érgano) (2).

1.2. Pruebas de diagndstico para diabetes.

En 1997 la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) establecia que para el diagnéstico
de diabetes se requeria un valor de la glucosa en plasma en ayuno (Fasting plasma
glucose [FPG]) 27.0 mmol/L (126 mg/dL) mientras que la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) utilizaba los valores de la prueba de tolerancia oral a la glucosa alas 2 h
(Oral glucose tolerance test [OGTT]) 211.1 mmol/L (200 mg/dL) (4). En julio del 2009
miembros de la ADA, la EASD y la IDF recomendaron el criterio adicional de la

hemoglobina glicosilada (HbA1c).

Actualmente los criterios se han unificado y la diabetes puede ser diagnosticada a
través de cuatro diferentes pruebas. La primera corresponde a un valor = 126 mg/dL
de glucosa plasmatica luego de un ayuno de al menos 8 h. La segunda corresponde a un
valor 2 200 mg/dL de glucosa plasmatica luego de 2 h de someterse a una OGTT. Esta
prueba debe ser realizada como describe la OMS, utilizando una carga de glucosa que
contenga el equivalente de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua. La tercer prueba
corresponde a la evaluacion del porcentaje de HbAlc. Comparada con la glucosa en
ayuno, esta prueba tiene varias ventajas como evaluaciéon de diagnoéstico: tiene mayor
reproducibilidad (5-7) debido al enlace estable que resulta de la unién del grupo

aldehido de la glucosa con el amino de la hemoglobina (base de Schiff), puede ser
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evaluada en un estado de no ayuno y es la evaluacién preferida para monitorear el
control de la glucosa ya que proporciona un promedio de la glucosa en sangre de los 2
o 3 meses anteriores a la fecha de la prueba (1). Un valor de HbAlc = 6.5%
corresponde a un diagndstico de diabetes. La prueba debe ser realizada en un
laboratorio usando un método certificado por el Programa nacional de estandarizacién
de la HbAlc (NGSP, por sus siglas en inglés). En un paciente con sintomas clasicos de
hiperglicemia o en crisis hiperglicémica una mediciéon de glucosa plasmatica = 200

mg/dL es suficiente (2).

Debido a que la prevencién de la DT2 actualmente juega un papel clave para el control
de la epidemia que representa a nivel mundial, otros criterios para su prevencién se
han establecido (1). Estos corresponden a la alteracién de la tolerancia a la glucosa
(Impaired Glucose Tolerance [IGT]) y la alteracion de la glucosa en ayuno (Impaired
Fasting Glucose [IFG]). La IGT se define como concentraciones mayores a 140 mg/dL
de glucosa tras las comidas (glucosa post-prandial), mientras que la IFG se define como
concentraciones entre 100-125.9 mg/dL de glucosa tras un ayuno (glucosa pre-
prandial). En la Tabla 1 se observan los valores que definen el estado de la persona en

funcion a los criterios descritos (1).

Tabla 1. Valores segtn la ADA para la clasificacion del estado de salud de la persona
con base en Hb1AC, FPG y OGTT.

Prueba de tolerancia oral a la

Hb1Ac Glucosa plasmatica en glucosa a las dos horas

(%) ayuno (mg/dL)

(mg/dL)
Normal <5.7 <100 <140
Alto riesgo para
desarrollar diabetes 6-6.4 100 -125 140-199
Diabetes >6.5 >126 > 200

Hb1AC, hemoglobina glicosilada; FPG, glucosa plasmatica en ayuno; OGTT, prueba de
tolerancia oral a la glucosa
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1.3. Epidemiologia de la diabetes tipo 2.

La diabetes es una de las mas importantes emergencias de salud del siglo XXI. La IDF
estima que 415 millones de personas adultas (20-79 afios) padecieron diabetes en
2015 y para 2040 se incrementara este nimero a 642 millones con una prevalencia del
8.8 y 10.4%), respectivamente (2). La OMS estima que a nivel mundial, la hiperglicemia
es el tercer factor de riesgo para mortalidad prematura luego de la hipertension

arterial y el tabaco (8).

1.3.1. Situacion en México.

De acuerdo con los estimados de la IDF, México es uno de los paises con mas alta
prevalencia de diabetes a nivel mundial (>12%) (Fig. 1) y ocupa el 62 lugar en nimero
de personas que la padecen (Tabla 2). El INEGI reporta que la diabetes es la segunda
causa de muerte en el pais (9), representa un gasto de 3,430 millones de délares al afio
en su atenciéon y complicaciones y tiene una prevalencia de 9.2% la cual ha ido en
aumento desde el reporte del afio 2000 de la Encuesta Nacional de Salud (ENSA 2000
fue de 4.6%; ENSANUT 2006 fue de 7.3%) (10).

. < 4%
B oox-s5%

5% - 7%
B - ox _
W o%-12% ] #
B . |

ot

Fig. 1. Prevalencia de diabetes ajustada por edad en adultos (20-79 arios de edad) (3).
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Tabla 2. Los 10 principales paises por nimero de personas afectadas por

diabetes en 2015.
Pais Nimero de personas
con DT2 en 2015
1 China 109.6 millones (99.6-133.4)
2 India 69.2 millones (56.2-84.8)

3 Estados Unidos de América 29.3 millones (27.6-30.9)

4 Brasil 14.3 millones (12.9-15.8)
5 Federacién Rusa 12.1 millones (6.2-17.0)
6 México 11.5 millones (6.2-13.7)
7 Indonesia 10.0 millones (8.7-10.9)
8 Egipto 7.8 millones (3.8-9.0)
9 Japdn 7.2 millones (6.1-9.6)
10 Bangladesh 7.1 millones (5.3-12.0)

Respecto a la proporcién de adultos con diagndstico médico previo de diabetes por
entidad federativa, las prevalencias mas altas se identifican en el Estado de México,
Distrito Federal, Nuevo Ledn, Veracruz, Tamaulipas, Durango y San Luis Potosi (Fig. 2).
Mientras que si se analiza la distribuciéon de la tasa de mortalidad debido a la
enfermedad, el INEGI reporta que en 2011 los estados mas afectados fueron Estado de
México, Coahuila, Veracruz, Tabasco, Hidalgo, Nayarit, Michoacan, DF, Puebla, Tlaxcala

y Morelos (Fig. 3).
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Fig. 2. Prevalencia de diabetes por diagndstico médico previo seguin entidad
federativa en México (10).
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Fig. 3. Tasa de mortalidad observada en la poblacién por diabetes mellitus por
entidad federativa en 2011 por cada 100 mil habitantes (11).
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1.4. Diabetes tipo 2: enfermedad compleja.

La DT2 es una enfermedad compleja y multifactorial en la que coexisten factores
ambientales y genéticos para su desarrollo. Dentro de los factores de riesgo se
encuentran algunos modificables como el sobrepeso y la obesidad, la inactividad fisica,
los factores dietarios, el fumar, las dislipidemias, la hipertension y los factores
intrauterinos, entre otros. Entre los factores no modificables que destacan son la edad,
el sexo, la etnicidad, la historia familiar de DT2, historia gestacional y el sindrome de
ovario poliquistico (12). Ya que la epidemia global de DT2 esta unida a tasas en
incremento de sobrepeso y obesidad en adultos la cual a su vez esta relacionada con
dislipidemias, se considera que son los predictores mas importantes de la DT2 por lo
que a continuacion se describe brevemente su relacién con el desarrollo de la
enfermedad. Asi mismo se habla de la definicion de poblacion vulnerable y su relacion

con el desarrollo de DT2.

Sobrepeso y obesidad.

El sobrepeso y la obesidad son los factores de riesgo modificables mas importantes de
la DT2, de hecho se ha encontrado que la obesidad contribuye a aproximadamente el
55% de los casos (13). Estos factores se pueden determinar a partir del Indice de Masa
Corporal (IMC), valores que la OMS ha establecido para definir si una persona padece

sobrepeso u obesidad (Tabla 3) (14).

Por otra parte, se han hecho estudios en los cuales otros tipos de indicadores como la
circunferencia de cintura y el indice cintura/cadera (ICC), son muy adecuados para la
determinacion de riesgo a padecer la enfermedad ya que reflejan la adiposidad central
y han sido sugeridos como superiores al IMC para determinar el riesgo de padecer DT2

debido a que evita las diferencias en la antropometria racial (15).
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Tabla 3. Factores de riesgo, su clasificacidn, valor y asociacidn con el nivel de riesgo a

padecer DT2.
Factor de riesgo Clasificacion Valor Nivel de riesgo
IMC* Normal 18.5-24.9 Muy bajo
(kg/m2) Sobrepeso 25-29.9 Bajo
Obesidad grado I 30-34.9 Alto
Obesidad grado Il 35-39.9 Severo
Obesidad grado III >40 Muy severo
ICC Hombres <0.95 Muy bajo
0.96 - 0.99 Bajo
>1 Alto
Mujeres <0.8 Muy bajo
0.81-0.84 Bajo
>0.85 Alto
Circunferencia de Hombres <94 Bajo
cintura 94 -101.9 Alto
(cm) >102 Muy alto
Mujeres <80 Bajo
80 -87.9 Alto
> 88 Muy alto
*Puntos de corte propuestos por la Organizacién Mundial de la Salud. IMC, indice
de masa corporal; ICC, indice cadera-cintura.

Dislipidemias.

Los acidos grasos son la fuente de energia esencial para las células B en un estado
normal de salud, éstos se convierten en tdxicos cuando estan en niveles elevados
cronicamente. La exposicion prolongada de las células 3 a los acidos grasos incrementa
la liberacion basal de insulina pero inhibe su secrecién inducida por la presencia de
glucosa. Ademas, los acidos grasos inhiben la expresién del gen de la insulina en
presencia de niveles elevados de glucosa (16) via la regulaciéon negativa del factor de
transcripciéon PDX1 (Gen homedtico de pancreas y duodeno) (17). Asi, un excesivo
nivel de acidos grasos induce la muerte de la célula $ por apoptosis in vitro (18). De la
misma forma, una concentraciéon baja de HDL es un factor de riesgo para el desarrollo
de DT2 (19) lo que a su vez conlleva a una elevada concentraciéon de colesterol en

sangre generando cambios en el patron de los lipidos séricos los cuales generan
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también dafio vascular aterosclerético que constituye la complicacién mas comun de la
enfermedad. Los niveles recomendados por la ADA para los lipidos séricos en una

persona saludable se pueden observar en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores recomendados por la ADA para una persona saludable.

Concentracion Concentracion
(mg/dL) (mmol/L)
LDL <130 <2.6
HDL > 40 >1.1
Triglicéridos <150 1.7
LDL, lipoproteinas de baja densidad; HDL,
lipoproteinas de alta densidad.

Las poblaciones vulnerables y su relacion con DTZ.

La vulnerabilidad se define como la susceptibilidad a sufrir un dafio y resulta de la
interaccion entre los recursos disponibles de los individuos y los desafios que éstos
enfrentan en la vida. La vulnerabilidad se genera debido a problemas de desarrollo,
incapacidades personales, estatus social en desventaja, redes interpersonales
inadecuadas, entornos degradados e interacciones complejas de todos estos factores

en el curso de la vida (20).

Las poblaciones en situacion vulnerable respecto a la salud han sido definidas como
aquellos grupos sociales que poseen un elevado riesgo o susceptibilidad a padecer
alguna enfermedad debido a que tienen menores probabilidades de recibir a cuidados
de prevencion y calidad en su salud (22). Ejemplos de ellos son los individuos
econdmicamente desfavorecidos, las minorias raciales o étnicas, los individuos sin
seguro de salud, los nifios de bajos recursos, las personas de la tercera edad, los
vagabundos, los individuos con el virus humano de inmunodeficiencia, los individuos
con condiciones crénicas de salud, entre otros (23). Sus problemas de salud

intersectan con factores sociales tales como vivienda, pobreza y educacion inadecuada

(24).
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Los factores sociales determinantes de salud juegan un papel de suma importancia en
la prevencion y manejo de la DT2. Estos factores incluyen el ingreso econdémico, la
educacion, el desempleo, la inseguridad de trabajo, las condiciones de trabajo, el
desarrollo de la infancia temprana, la inseguridad alimentaria, la vivienda, la exclusion

social, los servicios de salud, el origen étnico, el sexo y las discapacidades fisicas (21).

La DT2 tiene una mayor prevalencia en poblaciones con bajos ingresos econémicos
inclusive en paises desarrollados (25). Un estudio canadiense encontr6 que la
prevalencia de la enfermedad fue 4 veces mas alta en el grupo de individuos con el
menor ingreso econdmico comparado con aquellos del mas alto ingreso (26). Ademas,
también se ha reportado que las poblaciones de bajos ingresos tienen mayores tasas de
complicaciones relacionadas con la diabetes y mortalidad prematura (27). Entre otras
razones se encuentra la inseguridad alimentaria la cual pudiera ser considerado de alto
impacto en la prevalencia y control de la DT2. La inseguridad alimentaria establece una
estrecha relacion entre la dieta y la salud metaboélica de los individuos. La ingesta
insuficiente de calorias genera bajo peso en las personas mientras que la ingesta de
una inadecuada calidad de calorias participa en el desarrollo de sobrepeso, de
obesidad, de intolerancia a la glucosa y de DT2 (en orden descendente). Por el
contrario, la seguridad alimentaria permite (aunque no implica que asi sea en todos los
casos) una ingesta calorica en calidad y cantidad adecuada que conlleva una buena

salud metabdlica (28).

Debido a que no se entienden por completo los mecanismos a través de los cuales se
relaciona la enfermedad y la inseguridad alimentaria, mayores estudios son requeridos
para poder eliminar esta relacién como estrategia prometedora para mejorar las
necesidades de salud publica de acuerdo a las caracteristicas propias de cada

poblacién.
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1.5. Genética de la diabetes tipo 2.

Tal como muchas otras enfermedades complejas, la DT2 tiene un significativo
componente genético con una heredabilidad estimada que va del 26 a 73% (29).
Existen pruebas convincentes de que el riesgo individual a padecer DT2 esta
fuertemente influenciado por factores genéticos (30) tal como la agrupacion familiar
de sensibilidad y la secrecién de insulina, el alto grado de concordancia en las tasas de
DT2 en gemelos monocigoticos vs dicigéticos, asi como su alta prevalencia en ciertos
grupos étnicos (Indios Pima o Mexicanos-Americanos) (31, 32), inclusive se ha
demostrado que el riesgo a padecer DT2 es el doble si la madre la tiene, aunque atn se
desconoce el mecanismo de transmision parental (33) y que en un individuo el tener
una historia familiar de diabetes incrementa el riesgo para presentar la enfermedad de
1.5 hasta 3.0, lo cual se ha confirmado consistentemente tanto en estudios
transversales como longitudinales (33, 34). Los patrones de herencia sugieren que la
DT2 es tanto poligénica como heterogénea, es decir, multiples genes estan
involucrados y diferentes combinaciones de ellos juegan un rol distinto en diferentes

subgrupos de individuos (35).

Los esfuerzos por identificar genes con variantes asociadas a DT2 a nivel mundial han
sido diversos (Anexo [), éstos comenzaron a dar frutos en la década de 1990 a través
de estudios de gen candidato al encontrar dichas variantes en los genes del receptor de
sustrato de insulina 1 (IRS1) (36), glucocinasa (GCK) (37), canal de potasio, subfamilia
J, miembro 11. (KCNJ11) (38) y receptor activado por proliferador de peroxisoma
gamma (PPARy) (39). Mas tarde, durante la década del afio 2000 se descubrieron
variantes en los genes del factor nuclear del hepatocito 1B (HNF1B) (40), de la
wolframina (WFS1) (41) y a través de estudios de analisis de ligamiento en el del
factor nuclear del hepatocito 4a (HNF4a) (42) y factor 7 de células T similar al 2
(TCF7L2) (43). A partir de la década del ano 2010, los estudios de asociacion del
genoma completo (GWAS por sus siglas en inglés) basados en microarreglos de alto
rendimiento dieron lugar al conocimiento actual de mas de 75 genes con variantes
asociadas a la enfermedad, en los cuales 88 polimorfismos han sido robustamente

asociados (p<5x10-8) (44) a la enfermedad a pesar de los 136 que han sido
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identificados (45).

1.6. Variabilidad genética entre individuos.

La variabilidad genética entre individuos se refiere a mutaciones que puede presentar
un sujeto en su informacién genética el cual es de alrededor del 0.1%, esto es 3 x 106
pares de bases susceptibles de presentar cambios de un solo nucledétido o de
polimorfismos multiples. Para que esta presencia de dos o mas alelos en un locus sea
considerada un polimorfismo, se requiere que su frecuencia sea igual o superior al 1%

de los individuos de una misma poblacién de estudio (46).

El 90% de la diversidad fenotipica humana proviene de las variaciones heredadas en
una sola base o polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP, por sus siglas en inglés) (47).
Actualmente se han descrito mas de 10 millones de SNP, aunque se estima que existen
aproximadamente 20 millones, alcanzando una distribucién de aproximadamente un

SNP por cada 100-300 nucleétidos (48).

1.7. Generalidades de los polimorfismos estudiados.

La variacion genética en los loci de riesgo para DT2 ha sido ampliamente caracterizada
en poblaciones de descendencia Europea y en mucho menor escala en poblaciones
Africana e Hispana (49, 50); sin embargo, réplicas multiétnicas son utiles para
identificar genes de susceptibilidad significativos en una region especifica debido a la
heterogeneidad ya descrita de la enfermedad (51). Asi, en la Tabla 5 se encuentran
resumidos los diez genes elegidos para el presente trabajo los cuales muestran hasta el
momento distintos resultados de asociacion con DT2 en mestizos mexicanos con
resultados controversiales los cuales han sido en su mayoria identificados en poblacidn
europea. Todos ellos se han estudiado en habitantes de México (mestizos o indigenas)

y a través de estudios casos-control.
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Tabla 5. Polimorfismos elegidos con los resultados de asociaciéon a DT2 reportados en
poblacién mexicana.

Gen rs Razén de momios p Poblacion Referencia
2.02 (1.01-4.02) 0.047 Indigena mexicana 91.
CDKNZ2A/2B rs10811661 - -
1.47 (1.14-1.89) 0.003 Mestiza mexicana 90.
2.29 (1.39-3.93) 0.003 Indigena mexicana 91.
ABCA1 rs9282541 - -
2.50 (1.48-4.24) 0.001 Mestiza mexicana 118.
SLC16A11 rs13342692 - - : :
Mestiza mexicana 126.
1.41 (1.30-1.53) 2.5x10-17
1.39 (1.04-1.85) 0.024 Mestiza mexicana 90.
1.73 (1.27-2.35) . . 144.
TCF7L2 rs7903146 0.0001 Mestiza mexicana
1.39(0.89-2.17) 0.152 Mestiza mexicana 111.
*
176 (% 0.001 Mestiza mexicana 112.
1.21 (1.00-1.46) 0.040 Mestiza mexicana 90.
SLC30A8 rs13266634 | 1.007 (0.764-1.327) 0.961 i i
Mestiza mexicana 97
CDC123/ . .
CAMK1D rs12779790 1.26 (1.02-1.58) 0.036 Mestiza mexicana 90.
1.12 (0.875-1.436) 0.367 Mestiza mexicana 97.
HHEX rs1111875
1.01(0.89-1.16) 0.859 Mestiza mexicana 90.
HNF4a rs1800961 3.38 (1.14-10.03) 0.028 Mestiza mexicana 46.
KCNj11 rs5219 1.10 (0.96-1.26) 0.154 Mestiza mexicana 90.
PPARg rs1801282 1.10 (0.90-1.34) 0.342 Mestiza mexicana 90.
1.050.46-2.39 0.89 Mestiza mexicana 144.

a. Asociacion con diabéticos tempranos. *No reportado. rs; SNP de referencia; ABCA1, cassette
transportador de unién a ATP tipo A1l; PPARY, receptor activado por proliferador de peroxisoma gamma;
HNF4aq, factor nuclear del hepatocito 4a; CDKN24, inhibidor de cinasas dependiente de ciclina 2A/B;
SLC30AS8, transportador de solutos integrante de la familia 30 miembro 8; TCF7L2, factor 7 de células T
similar al 2; KCNJ11, canal de potasio, subfamilia ], miembro 11; HHEX, gen homebtico
hematopoiéticamente expresado; SLC16A11, transportador de solutos familia 16 miembro 11; CDC123,
proteina de divisién del ciclo celular 123; CAMKI1D, proteina cinasa 1D dependiente de
calcio/calmodulina.
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Factor nuclear 4a del hepatocito (HNF4a )

El gen se encuentra en el cromosoma 20q13.1-13.2, se compone de al menos 12
exones, tiene dos promotores y abarca > 60kb. Al menos 6 isoformas de HNF4a son
generados por corte y empalme activando la expresion de diversos genes,
especialmente los involucrados en el metabolismo de glucosa, acidos grasos y
colesterol (52). Los dominios funcionales del gen en humanos se observan en la figura

4.

En higado el HNF4a se requiere para el mantenimiento de la gluconeogénesis hepatica
normal (53) y en células B regula la expresion de genes implicados en el metabolismo
de la glucosa, la activacién de la expresion del gen de la insulina, la secrecion de ésta,
asi como también actia sobre genes blanco de GLUTZ2 (54). Es un gen altamente

polimérfico.

El rs1800961 involucra un cambio de nucledtidos C/T que genera a su vez un cambio
de treonina por isoleucina (T1301). Esta afecta el dominio de unién al ADN resultando
en una reduccion de la funcién de transactivacion de la proteina (55). Estudios en
cultivos primarios de hepatocitos de ratén y en la linea celular HepG2 con la variante
T130I muestran una disminucién transcripcional de HNF4a (78%), sin embargo en las

lineas celulares Hela y MING6 este efecto no se observa (56).

La variante rs1800961 se ha asociado a DT2 en diferentes poblaciones europeas (42,
57, 58) y en japoneses. En mexicanos ha sido asociada en diabéticos no obesos
menores a 35 afios de edad (55) y con diabetes mellitus gestacional (59). La ultima

asociacién reportada en diabetes de aparicién temprana es en poblacién espafola (60)
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Fig. 4. Dominios funcionales del gen HNF4 en humanos y ubicacién del polimorfismo

T1301

Gen homeodtico hematopoiéticamente expresado (HHEX).

Se localiza en el cromosoma 10 regiéon q23.33 y codifica una proteina de 270
aminodacidos con tres dominios principales: un dominio N-terminal rico en prolina, un
homeodominio y una regiéon C-terminal acida; contiene 4 exones y se extiende en 5.7

kb (61).

El gen HHEX codifica para un factor de transcripcion regulador involucrado en la via de
sefalizacion Wnt. Es esencial en el desarrollo de los vertebrados y en la formacién de
organos vitales, como el higado, tiroides, corazon y pancreas donde participa en la

diferenciacion de la célula delta sin afectar el numero de células 3 en pancreas (62).

Su actividad primaria en la vida adulta esta en el mantenimiento de la somatostatina
producida por las células delta y por tanto en el control paracrino de las células alfa y 3.
Dicho control paracrino para la homeostasis de glucosa se ha reforzado con la
presencia de la proteina HHEX en células delta (11% de las células del islote humano)
comprobado en ratén y humano (63). Con base en lo anterior se ha propuesto que la
desregulacion de la expresion de HHEX genera un mal control paracrino de la secreciéon
de insulina en la DT2 generando un agotamiento acelerado de la célula  y

eventualmente su falla (64).

La variante rs1111875 se encuentra en una region intréonica donde el cambio de
nucleétido es T/C siendo el alelo de riesgo C. Se ha asociado a menor funcién de la

célula B corroborado por OGGT y clamp, a menor sensibilidad a la insulina y a DT2 en
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poblacién japonesa (65) y germana (66).

Canal de potasio, subfamilia J, miembro 11 (KCNJ11).

El gen KCNJ11 se encuentra en la posicién 11p15.1 y codifica para la subunidad Kir6.2

del canal K,tp la cual es una proteina de 390 aminoacidos sin intrones con la que se

forma la parte interior del canal (67). La parte exterior la forman las subunidades SUR1

que son codificadas por el gen ABCC8 (68) (Fig. 5).

La mutacion rs5219 resulta de una transicion G = A en el codén 23 del amino terminal
de Kir6.2 provocado un cambio de &cido glutdmico por lisina (E23K)(69). Reportes de
modelos in vitro han revelado que la mutacién K23 requiere un mayor umbral de
concentracion de ATP para la liberacion de insulina lo que implica una menor
sensibilidad del canal (70). Dicha mutacion predispone a DT2 en el adulto asociandose
con una respuesta alterada de insulina luego de un examen de tolerancia a la glucosa
(71) y en general involucrandola con el funcionamiento de la célula B y la accién de la

insulina (72).

Ha sido estudiado principalmente en poblacion caucasica (38, 72). En un ultimo meta-
andlisis, la variante reportd una asociaciéon con DT2 de 1.12 (95% CI: 1.09-1.16;
P<10-5) encontrando riesgos incrementados para caucasicos y asiaticos del este. En
general reporta un modesto pero estadisticamente significativo efecto en la

susceptibilidad a la enfermedad (73).
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Fig. 5. A) Esquema de la secrecion de insulina con la participacién del canal de Karp. B)
Estructura del canal de Karp a partir de las subunidades SUR1 (S) y Kir6.2 (K). C)
Dominios transmembranales de las subunidades SUR1 y Kir6.2 con la ubicacion del
polimorfismo E23K. Modificado de (74).

Receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma gamma (PPARYy).

Se localiza en el brazo corto del cromosoma 3 (3p25), contiene 9 exones, abarcando
cerca de 100 kb (75). Se expresa de manera importante en tejido adiposo aunque
también en intestino grueso, higado, rifién y en muy pequefias cantidades en musculo
esquelético (76). PPARY se presenta en dos isoformas, y1 y y2 que son generadas por
corte y empalme alternativo (Fig. 6). Aproximadamente el 15% de todo el RNAm de

PPARYy es de tipo PPARY2 y esta presente en el tejido adiposo e higado.
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Fig. 6. El gen del receptor gamma activado por proliferador de peroxisoma gamma
(PPARYy), las proteinas PPARy1, PPARy2 y ubicacion del polimorfismo P12A. A) Dominio
de activacion independiente de ligando. B) Dominio de unién a ADN. C) Dominio de unién
a ligando. Modificado de (77).

El gen PPARy dimeriza con los receptores retinoides X (RXR) regulando Ia
transcripcién de genes involucrados en sensar la glucosa asi como la secrecién y
transcripcién de insulina (pdx-1, GLUT-2, glucocinasa). Es activado tanto por los acidos
grasos de la dieta como por sus derivados metabdlicos que actdan como sensores de
lipidos redireccionando el metabolismo hacia la adipogénesis (78). La expresion
ectopica de PPARy lleva a la expresion de genes especificos del adipocito y a la

acumulacion de lipidos como los triglicéridos en numerosas células no adiposas (79,

80).

El polimorfismo rs1801282 es un cambio de C/G donde el alelo de riesgo (C) se
encuentra en una alta frecuencia (0.86) en la poblacién mundial, es un alelo ancestral.
Prol2Ala se identifico por primera vez en 1997 (81) y su primer asociaciéon con la
enfermedad a través de un meta-analisis ocurrié en el afio 2000 (82). A pesar de que ha
sido estudiado en asiaticos y mexico-americanos, su asociacion con la enfermedad en

su mayoria se ha demostrado en poblacién de descendencia europea (83). El efecto que
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proporciona el alelo C es modesto, sin embargo debido a su elevada frecuencia en la
poblacion éste se traduce en un 13 - 16% de riesgo incrementado a padecer DT2 (82,

84).

Se ha asociado en japoneses-americanos (39), caucdasicos y asiaticos (85, 86). Su
principal efecto en la homeostasis de glucosa es la resistencia a la insulina con un OR
1.13 (1.09-1.17) (84). En poblacién mexicana dicho polimorfismo solo ha sido asociado
a sobrepeso y obesidad tanto en Mestizos como en Indigenas (87); sin embargo, no se

ha informado ninguna relacion directa con diabetes.

Inhibidor de cinasas dependiente de ciclina 2A/B (CDKN2A/CDKNZB).

Los genes CDKN2A y CDKN2B estan ambos ubicados en 9p21.3 con 8 y 2 exones
respectivamente que codifican para p16NK4a ARF y p15INK4b ]os cuales son tres
inhibidores de las cinasas dependientes de ciclinas CDK4 y CDK5. p16!NK4a y p]5INK4b
controlan la proliferacién celular (deteniendo el ciclo celular en la fase G1), el
envejecimiento celular y la apoptosis (88-90). Estas funciones pueden ser influenciadas
por altas concentraciones de glucosa (91) u otras condiciones asociadas con ello tal
como la resistencia a la insulina. CDK4 y CDK5 se expresan en islotes pancreaticos y
adipocitos y juegan un papel importante en la regeneracién y funcién de las células 3
(92). De hecho en modelos murinos p15Nk4b se asocia con hipoplasia de los islotes
pancreaticos y una alteracion de la secrecion de insulina inducida por glucosa (93).
Ratones knock-out para CDK4 han presentado una reduccion en las células [
pancreaticas y por tanto han desarrollado diabetes; ratones con CDK4 mutante han
mostrado alteraciones en la unién al inhibidor p16NK4a produciendo hiperplasia

pancreatica debido a una mayor proliferacion de las células 3 (94, 95).

La mutacion rs10811661 se encuentra en una region intergénica con un cambio T/C
donde el alelo de riesgo es T y no es el alelo menor en la mayoria de las poblaciones de
acuerdo con reportes del proyecto 1000 genomas. Este se localiza rio arriba del gen

CDKN2B en una region donde se han descrito diversos polimorfismos asociados a DT2
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(Fig. 7). El primer afio en que se present6 asociacion entre esta variante con DT2 fue en
2007 (96) y a partir de entonces se ha encontrado en diversas poblaciones
principalmente caucdasica (96-98), asiatica (99, 100) y en dos estudios de mexicanos
(101, 102). En un meta-analisis reciente se reporta para la variante de riesgo un OR de
1.18 (1.15-1.22) (84) cuyo efecto en la homeostasis de glucosa se ha asociado con una
reduccidn en la funcién de la célula B e inclusive con glucosa alterada en ayunas (103).
Cabe mencionar que existen otras variantes cercanas a estos genes cuyo efecto
también se ha descrito como una reducida masa de la célula B lo cual resulta en una

menor secrecion de insulina (104, 105).
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Fig. 7. Ubicacion cromosdmica del locus 9p21 que comprende a los genes del inhibidor de
cinasas dependiente de ciclina 2A/B (CDKNZA/B), CDKNZB-AS (ANRIL) y metil
tioadenosin fofsforilasa (MTAP). Cada region contiene polimorfismos asociados a las
enfermedades descritas, se muestra la ubicacién del polimorfismo rs10811661. ECV,
enfermedad cardiovascular; DT2, diabetes tipo 2.

Transportador de solutos integrante de la familia 30 miembro 8 (SLC30A8).

La insulina se encuentra almacenada como un hexamero sélido unido a dos iones de
Zn?* dentro de vesiculas secretoras que contienen en su membrana un transportador
para dicho metal. Cuando se secreta insulina, estas vesiculas se fusionan con la
membrana plasmatica de las células B del pancreas y se libera su contenido a la

circulacion, es decir tanto la insulina como el zinc (Fig. 8).
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El gen SLC30A8 se localiza en el cromosoma 8q24.11, consta de 13 exones que
codifican 52 aminoacidos y existen dos isoformas principalmente localizadas en el
pancreas que es donde éste se expresa principalmente y codifica para el transportador
de Zinc ZnT-8 el cual lo acarrea del citoplasma a los granulos intracelulares secretores
de insulina por lo que a su vez esta implicado en la maduracién y almacén de insulina
en las células B (106). La expresion del ZnT-8 se ha observado disminuida en el
pancreas de ratones diabéticos y en ratones cuyo gen esta deletado existe una menor

insulina plasmatica y una marcada menor concentracion de zinc (107).

El polimorfismo rs13266634 es un cambio C/T que conduce en la proteina a un cambio
de arginina (R) por triptéfano (W) en el codén 325. El alelo C (Arg325) de mayor
frecuencia se asocia con un aumento en la susceptibilidad de DT2 en poblacién
caucasica, arabe de Tunez y mestiza mexicana (174, 179, 180(108)) y en otro estudio
de mexico-americanos se le ha asociado con un mayor IMC (109). El alelo de riesgo de
este polimorfismo ha sido una de los primeras y mas reproducibles variantes asociadas
con la enfermedad con un efecto modesto pero fuerte, lo cual se refleja en un ultimo
meta-analisis cuyos estadisticos reportan OR de 1.13 (1.09-1.16) con p=1.3 x 10-2!
(110). También se ha asociado con un menor indice insulinogénico y HOMA-{,
sugiriendo un defecto en el procesamiento de la insulina de células B y en su secrecion.
A pesar de los diversos estudios realizados, el mecanismo a través del cual la

perturbacion de SLC30AS8 afecta el riesgo a padecer DT2 atin no es clara (111).

35



Insulina

on

C'e\\)\a % 7n "
»
\ ZnT-8 s
Arg325Trp<—" A
Transportador
de Zn?*

Nicleo

Gen de insulina
Golgi

P I e AN

R A

Fig. 8. Esquema del transportador de Zn?*, su participacion en la secrecién de insulina y
ubicacién del polimorfismo R325W. Modificado de (112).

CDC123 / CAMK1D
Homoélogo 123 de division celular / Protein cinasa i-delta dependiente de

calcio/calmodulina.

El gen CDC123 se localiza en 10p13, tiene 13 exones y participa en la regulacién del
ciclo celular siendo necesaria la proteina para que de inicio la fase S. Mayores estudios
sobre la funcion de la proteina son escasos, sin embargo en S. cerevisiae se ha visto que

ésta es regulada por la disponibilidad de nutrientes.

El gen CAMK1D también se encuentra en 10p13, tiene 19 exones y codifica para una
proteina componente de la cascada de protein-cinasas dependientes de calmodulina
reguladas por calcio las cuales a su vez son una subfamlia de las cinasas de
serina/treonina. CAMK1D es un mediador de transduccién de sefales de quimiocinas

(proteinas de pequefio tamafio pertenecientes a una familia de las citocinas con
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capacidad para inducir la quimiotaxis en las inmediaciones de las células sensibles)
especificamente en granulocitos (35), ademas ha sido asociado con otros multiples
procesos tales como activacion de la transcripcion del gen dependiente de CREB,
sintesis de aldosterona, diferenciacion y activacién de neutrofilos y apoptosis de
células eritroleucémicas. Dadas las funciones del calcio citosoélico en la regulacién de la
maquinaria que lleva a cabo la exocitosis en las células B y de CREB en la supervivencia

de las células 3, CAMK1D puede tener un papel en la secrecién de insulina (113).

El polimorfismo rs12779790 (region intronica) se encuentra en alto desequilibrio de
ligamiento con otras variantes (113). En general a este polimorfismo se le relaciona
con una menor funcién de la célula B y se ha asociado con DT2 en poblacién caucasica y
en un estudio de poblacién mestizo-mexicana (101, 114, 115). La funcién precisa del
gen en relacidon a la patogénesis de la enfermedad ain no se conoce; sin embargo
estudios previos de GWA sugieren que una desregulacion del ciclo celular es un
mecanismo patogénico comun en la DT2 (116). Variantes en regiones intronicas
encontradas en otros genes relacionados también con el ciclo celular tales como

CDKN2A/2B y CDKAL1 apoyan dicha premisa.

Factor 7 de células T similar al 2 (TCF7L2).

El gen TCF7L2 se localiza en el cromosoma 10g25.3, consta de 17 exones de los cuales
al menos cinco son empalmados alternativamente, contiene diversos codones de paro
en los ultimos tres exones que generan isoformas cortas, medianas y largas de la
proteina (Fig. 9). El gen TCF7L2 codifica para un factor de transcripcién involucrado en
la cascada de sefalizacion candénica Wnt el cual regula la expresion de genes rio abajo y
dirige aspectos clave del desarrollo embrionario (117). En ausencia de [3-catenina,
TCF7L2 se une a elementos de respuesta Wnt para reprimir la transcripciéon de sus
genes blanco. Se expresa en la mayoria de los tejidos incluyendo islotes, tejido adiposo
y en 6rganos como higado, intestinos y cerebro. Sin embargo, ain no es claro como la
cascada de sefializacion Wnt participa en la regulacién de la secrecién de insulina en

los islotes pancreaticos humanos.
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Fig. 9. Estructura del gen y mRNA de TCF7L2. A) Ubicacion de los 17 exones que
conforman el gen y ubicacién del polimorfismo rs7903146. B) Estructura de los exones
mostrando en color los alternativos, secuencias para sitios importantes de unién y
codones de paro que generan isoformas cortas , medianas o largas de la proteina
(cuadros C, M y L) en los cuales se unen otros factores de transcripcion. TLE, potenciador
de ruptura parecido a transducina; Grg, genes relacionados a gorucho;, HMG, grupo de
alta movilidad; CtBP, proteina de unién al C-terminal.

Ratones knock-out para el gen son letales y en lineas celulares se ha demostrado que
TCF7L2 se une al promotor del gen del proglucagon para controlar su actividad
transcripcional (118). También se cree que TCF7L2 tiene un papel importante en el
funcionamiento de la célula B ya que al alterarlo en islotes pancreaticos humanos y
lineas celulares se inhiben genes y proteinas tanto de la via de proinsulina (MAFA, ISL-
1, etc.) como de sus reguladores (PCSK1 y PCSK2) (119), observandose una alteracion
en la secreciéon de insulina estimulada por glucosa y promoviéndose un fenotipo
diabético (120). En células B knockdown de TCF7L2 se ha observado menor masa en

éstas, disfuncion y alterada secrecion de insulina (121).

El polimorfismo rs7903146 se localiza en el tercer intron de TCF7L2. El alelo de riesgo
T confiere el riesgo mas fuertemente identificado hasta el momento de las variantes
comunes alrededor del mundo con un de OR 1.46 [1.42-1.51] y p = 5.4 x 10-140 (122).
Fue descrito por primera vez en 2006 siendo uno de los primeros descubrimientos de

polimorfismos asociados a diabetes y hasta el momento es también uno de los mas
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estudiados. Se identificé en poblaciéon danesa y se ha replicado en diversas poblaciones

como la europea, africana e inclusive mestiza mexicana pero no asiatica (123-125).

Cuando fue identificada por primera vez esta variante, se observd asociacién con
glucosa alterada y con la secrecion de insulina estimulada por GLP-1 (43), en general
se ha asociado con una menor concentracion y secreciéon de insulina sin embargo, la
forma en la cual la variante ejerce su efecto atin no es claro ni sencillo de dilucidar
debido al alto grado de corte y empalme que sufre y los diversos cortes que el extremo

3’ presenta en sus diversas isoformas por mencionar algunas razones (126).

Cassette transportador de unién a ATP tipo Al (ABCA1).

El gen ABCA1 se localiza en 9q31.1, posee 50 exones y codifica para 2261 aminoacidos.
Se expresa en pancreas, macréfagos, higado, intestino, entre otros 6rganos y su nivel de
expresion estd regulado por el contenido intracelular de colesterol. Se han descrito
varios transcritos alternativos que generan isoformas de la proteina (127). Su
estructura incluye un dominio transmembranal con seis hélices y un dominio de unién
a nucleodtidos presentes en proteinas que utilizan ATP. Los extremos terminales de la
proteina se presumen estar orientados hacia el citosol mientras que dos grandes asas
glucosiladas y unidas por enlaces cisteina estan orientadas al espacio extracelular

(128) (Fig. 10).

La proteina ABCA1 se localiza en la membrana plasmatica cuya funcién es el transporte
de lipidos (colesterol celular, fosfolipidos y otros metabolitos) para llevarlos a un
aceptor de lipoproteina pobre en lipidos (ApoA1l) el cual es el paso limitante en la

biogénesis de HDL con requerimiento de ATP para generar la energia necesaria (128).

En el estudio de este gen con relacién a la patogénesis de la DT2 se ha encontrado que
un exceso de colesterol inhibe la secrecidn de insulina lo cual puede ser un mecanismo
que contribuye a la disfuncion de la célula B y la aparicidon de diabetes sobretodo en
pacientes obesos. Ademas se ha observado in vitro que la insulina disminuye la

expresion de ABCA1 mientras que la glucosa la eleva en leucocitos in vivo (129, 130).

39



En este gen se han descrito mas de 70 mutaciones de las cuales casi un tercio son con
cambio de sentido. La mayoria de éstas se encuentran en individuos con niveles bajos
de HDL en plasma lo que sugiere ser la causa (128). El polimorfismo rs9282541
implica un cambio de C/T donde el alelo de riesgo es T provocando un cambio de
aminodcido (Arg230Cys). Fue primero descrito en poblaciéon Oji-Cree (131) y desde
entonces ha sido asociado a bajos niveles de HDL, obesidad y DT2 de aparicion
temprana (132, 133). Se ha descrito como una variante propia de poblacién amerindia
(132) y de hecho a pesar de que también ha sido evaluada en individuos de Malasia y

Colombia no ha presentado asociacién con DT2 (134, 135).

.......

.......

Citoplasma
C

Walker B

Walker C

Fig. 10 Estructura de la proteina ABCA1. NBD-1 y NBD-2 son los dominios de unién de
nucleétidos que contienen los regiones altamente conservadas Walker A, Walker B y
Walker C.

Transportador de solutos familia 16 miembro 11 (SLC16A11).

El gen SLC16A11 poco caracterizado hasta el momento se localiza en la posicion
17p13.1. Codifica para un transportador de solutos familia 16 miembro 11 cuya familia
también es conocida como transportadores de monocarboxilato debido a que facilitan
el paso de moléculas tales como piruvato, lactato y cuerpos cetonicos a través de la

membrana plasmatica. Son por tanto esenciales para el metabolismo de hidratos de
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carbono, lipidos, aminoacidos y regulan el pH intracelular mediando el influjo y eflujo
de lactato. Se propone que las proteinas de esta familia tienen 12 hélices
transmembrana con los dominios C terminal y N terminal orientados hacia el
citoplasma de la célula asi como también un gran lazo citosolico entre las hélices 6 y 7

(136).

Algunos estudios sugieren que estos transportadores tienen un papel en los
mecanismos reguladores de glucosa e inclusive se han reconocido como un posible
blanco terapéutico para DT2 (137). En presencia de hiperglicemia y apoptosis inducida
con interleucina 1B, se ha demostrado dafio del endotelio de la aorta en ratones
diabéticos debido a una disminucién del transportador cuatro de esta familia, asi como
también una falla en su ubicacion celular e incremento de acido lactico (138). El
miembro uno de esta familia esta altamente reprimido en la célula 3 por miR-495; sin
embargo en un estudio reciente se trasplantd este mRNA junto con células madre a un
modelo murino con DT2 inducida por una dieta alta en grasas donde se observo la
mejora de hiperglicemia e hiperinsulinemia (139). A SLC16A11 se le asocia con
metabolismo hepatico de lipidos: su sobreexpresion resulta en un aumento de los
niveles de triglicéridos, menores incrementos de diacilgliceroles intracelulares y

decrementos de lisofosfatidilcolina, ésteres de colesterol y esfingomielina (140).

El polimorfismo rs13342692 pertenece a un haplotipo que se ha observado con una
frecuencia del 50% en amerindios de México y que ha sido asociado con DT2 en éstos,
mientras que en Europeos y Africanos raramente se encuentra (141) (Fig. 11). El
cambio de nucleétidos es T/C lo cual provoca un cambio de acido aspartico por glicina
en la posicién 127 (D127G) donde el alelo de riesgo es C (102, 142). Su asociacién con
DT2 ha sido relacionada con un efecto en la homeostasis de glucosa a través de la
alteracion del metabolismo de triglicéridos (141). Recientemente otro polimorfismos
del mismo haplotipo al que pertenece rs13342692 fue estudiado en indigenas de Norte
Ameérica encontrando que el alelo A del rs75493593 esta nominalmente asociado con

DT2 siendo ésta mas fuerte en individuos no obesos (143).
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Haplotipos en SLC16A11 Frecuencias de haplotipos
I Mutacién con cambio de sentido 1000 Genomes SIGMA
[ Mutacién silenciosa AFR EUR ASN MXL All >95NA
Reference NG 64% 97% 88% 70% 68% 52%
2 SNP N D 36% <1% 0% <2% 2% 0%
5 SNP (Riesgo 072) NN NN 000 2% 12% 28% 30% 48%
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Fig. 11. Haplotipos reportados en el gen SLC16A11 y sus frecuencias en distintas
poblaciones: AFR, africana, EUR, europea, ASN, asiatica; MXL, mexicanos de Los
Angeles; NA, nativos americanos. Modificado de (141).

En la figura 12 se observa un esquema donde se han incluido los 10 polimorfismos
elegidos para el presente estudio clasificados conforme a la funcioén en la cual estan

involucrados respecto de la célula 3.
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Fig. 12. Funcién general de los genes elegidos para el presente estudio. En rojo se
encuentran los relacionados con lipidos, en verde con insulina y en azul con la funcién
general de la célula p. ABCA1, cassette transportador de union a ATP tipo A1; PPARy,
receptor activado por proliferador de peroxisoma gamma; HNF4a, factor nuclear del
hepatocito 4a; CDKNZ2A, inhibidor de cinasas dependiente de ciclina 2A/B; SLC30AS8,
transportador de solutos integrante de la familia 30 miembro 8; TCF7L2, factor 7 de
células T similar al 2; KCNJ11, canal de potasio, subfamilia |, miembro 11; HHEX, gen
homedtico hematopoiéticamente expresado; SLC16A11, transportador de solutos familia
16 miembro 11; CDC123, proteina de divisién del ciclo celular 123; CAMK1D, proteina
cinasa 1D dependiente de calcio/calmodulina.

1.8. Chimalhuacan, Estado de México.

El municipio de Chimalhuacan tiene una superficie de 55.06 km? (144) y se localiza en
la Zona Metropolitana de la Ciudad de México, en su parte oriente del Estado de México
formando parte de la metrépoli mas importante del pais y de Latinoamérica (145).
Colinda con los municipios de Texcoco al norte, al sur con La Paz y Nezahualcéyotl, al

oriente con Chicoloapan y Texcoco, y al poniente con Nezahualcdyotl (145).
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Esta dividido en cuatro grandes zonas que van desde la parte central donde se
encuentra la parte antigua de origen prehispanico desarrollada a la orilla del Lago de
Texcoco, hasta la zona alta de desarrollos que se han dado en el cerro Chimalhuachi
resultado de la migracion de habitantes que buscaron terreno barato, viviendas de
alquiler de bajo costo, viviendas compartidas, vecindades a bajo precio, prestadas o de
escaso valor comercial. En esta zona las vialidades no siguen un patron claramente
definido, éste ha sido resultado de los procesos de subdivision ilegal de los predios sin
un orden preestablecido, combinada con las caracteristicas fisicas del terreno que
dificultan el acceso, por lo que posee escasas areas destinadas a equipamientos

publicos (145).

Su poblaciéon es de 614 453 habitantes en el municipio (144) lo cual arroja una
densidad poblacional de 11,171 habitantes/km2. En dos decenios (1970-1990) la
poblacién del municipio crecié mas del 400% con tasa de crecimiento promedio de
mas del 7% anual, situacién inédita en esta regién y en el municipio, pues veinte afios
atras era un pueblo con caracteristicas que se identificaron con vida rural en una
periferia urbana. De 1980 a 2010, la poblacién de este territorio crecié en mas del
200% con lo cual se convirtié en uno de los municipios mas importantes de la periferia

de la Ciudad de México y la Zona Metropolitana (145).

En 2010, 385,262 individuos del total de la poblacién del municipio se encontraban en
situacion de pobreza (62.7% respecto del 46.2% reportada a nivel nacional (146), de
los cuales 84,180 (13.7%) estaban en pobreza extrema. El porcentaje de personas que
reporté habitar en viviendas sin disponibilidad de servicios basicos fue de 12.2% y la
incidencia de la carencia por acceso a la alimentacién fue de 40.7% (147). En la
poblacion de 15 afios o mas en el municipio, el grado promedio de escolaridad fue de
8.0 afios y en las zonas de mayor rezago social de 6.6 afios, generando asi una
condicion de rezago educativo que afectéd a 20.4% de la poblacidn. El porcentaje de
personas sin acceso a servicios de salud fue de 484% y la poblacion sin
derechohabiencia a servicios de salud ascendi6 en 2010 a 333,619 personas; asi mismo

se reportaron 13,073 habitantes por unidad médica (148).
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Este territorio por su cercania a la capital del pais representa una oportunidad para el
desarrollo de las familias de diferentes partes de la republica que pretenden mejorar
sus condiciones de vida (149). En 1990 se encontré que el 45.8 % de su poblacion
residente era nacida en otra entidad siendo los estados de mayor afluencia en orden
descendente el Distrito Federal, Oaxaca, Puebla, Michoacan y Veracruz (150). De
acuerdo con Moreno y Espejel (145) esta tendencia se ha mantenido durante los
ultimos tres decenios en el oriente del Estado de México donde existe una
particularidad que estd asociada a la migracién de personas y familias producto de
buscar oportunidades de vivienda, empleo y desarrollo social cerca de la Ciudad de

México.

Asi, Chimalhuacan es parte de una gran zona econdmica y metropolitana que se
caracteriza por presentar un patrén de crecimiento de desarrollo poco planificado. Las
desigualdades sociales y territoriales, asi como la escasa organizacion de la actividad
social y econdémica son una realidad. Las diferencias en los estilos de vida, la pobreza, la
insuficiente infraestructura, la carencia de vivienda, el pésimo transporte y diversos
problemas ambientales son caracteristicas que se hacen latentes en la periferia de la
gran ciudad producto de la excesiva concentracién econémica y poblacional de la zona
metropolitana, situaciéon también existente en diversas regiones de América Latina

(151).
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2. JUSTIFICACION.

La diabetes es una de las mas importantes emergencias de salud del siglo XXI debido al
gran numero de adultos que afecta a nivel mundial y se estima que su prevalencia ira
en aumento en los proximos afos. México es uno de los paises con mayor numero de
personas diabéticas en el mundo. La enfermedad es la segunda causa de muerte en el

pais y representa un gasto importante para el sector salud debido a su caracter crénico.

Existen diversos estudios genéticos a nivel mundial en los que se han asociado
polimorfismos con el riesgo a padecer DT2; sin embargo, en México es necesario
realizarlos por las caracteristicas de la compleja composicién genética de la poblacién
mexicana y porque se ha observado que la diabetes afecta principalmente a

poblaciones vulnerables.

Debido a las caracteristicas de la poblacién que habita en Chimalhuacan, este
municipio se considera un mosaico poblacional vulnerable representativo de México,
por lo que los resultados de este estudio seran muy importantes para el conocimiento

de las bases genéticas de la DT2 en la poblacién mexicana.
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3. HIPOTESIS.

Los polimorfismos rs1800961 (HNF4«a), rs1111875 (HHEX), rs5219 (KCNJj11),
rs1801282 (PPARy), rs10811661 (CDKN2A/2B), rs13266634 (SLC30A8), rs12779790
(CDC123/CAMK1D), rs7903146 (TCF7L2), rs9282541 (ABCA1) y 1s13342692
(SLC16A11) estaran asociados con una mayor susceptibilidad a desarrollar diabetes

tipo 2 en la poblacién del municipio de Chimalhuacan, Estado de México.
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4. OBJETIVOS.

4.1. General.

Asociar los polimorfismos rs1800961 (HNF4«a), rs1111875 (HHEX), rs5219 (KCNJ11),
rs1801282 (PPARy), rs10811661 (CDKN2A/2B), rs13266634 (SLC30A8), rs12779790
(CDC123/CAMKI1D), 1rs7903146 (TCF7L2), 1rs9282541 (ABCA1) y 1s13342692
(SLC16A11a) con diabetes tipo 2 en adultos del municipio de Chimalhuacan, Estado de

México.

4.2. Especificos.
v’ Caracterizar bioquimica y somatométricamente a la poblacién en estudio.
v Determinar las frecuencias alélicas de los polimorfismos elegidos.
v' Evaluar los polimorfismos seleccionados con la susceptibilidad a desarrollar

diabetes tipo 2 en adultos de Chimalhuacan, Estado de México.
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5. METODOLOGIA.

5.1. Tipo y diseifio del estudio.

El presente estudio es de casos y controles, no experimental, transversal y cuantitativo.
El disefio de la investigacion se dividié en dos etapas:
Fase 1. Conformacion del grupo de sujetos con diabetes tipo 2 (Casos)

Obtencidén del permiso y colaboracion de la Secretaria de Salud del municipio.

Obtencién de muestras sanguineas y medidas antropométricas.

Evaluacion de parametros bioquimicos en sangre.

Genotipificacion del ADN.

Analisis estadistico.

Fase 2. Conformacidn del grupo de sujetos no diabéticos (Controles)

Obtencién del permiso y colaboracién de la Secretaria de Salud del municipio.

Obtencién de muestras sanguineas y medidas antropométricas.

Evaluacién de parametros bioquimicos en sangre.

Genotipificacion del ADN.

Andlisis estadistico.

5.2. Participantes.

Para conformar el grupo de casos se invité a participar a los individuos diabéticos de
Chimalhuacan a una campafia de salud apoyados de las autoridades municipales por
medio de una convocatoria publica. Los participantes fueron atendidos en la Unidad de
Especialidades Médicas del municipio acompafiados de un familiar no diabético esto
Unicamente con el fin de dar un servicio de salud mas general a la poblacién, sin

embargo en este estudio solo se incluyen a los pacientes diabéticos (n=209). A ambos
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participantes se les entregaron sus resultados de la toma de medidas somatométricas y

de estudios bioquimicos en sangre.

El grupo de controles se conformo6 por individuos de la tercera edad no diabéticos los
cuales fueron convocados con ayuda de las autoridades municipales. Un grupo de
aproximadamente 10 personas fueron atendidos semanalmente durante un semestre

7.0

en la “Casa de dia” (DIF Chimalhuacan) donde se encuentra la atencién especializada
para adultos mayores del municipio, se les tomaron medidas somatométricas,
muestras de sangre y aplicacion de cuestionario (Anexo II). A cada participante se le
entregaron sus resultados de la toma de medidas somatométricas y de estudios
bioquimicos en sangre a la semana siguiente de la toma de muestras (n=159) y se
procedi6 a evaluar quiénes cumplian con los criterios de inclusién para ser parte del

grupo de controles.

Los permisos correspondientes para realizar el presente estudio estan avalados por el
Comité de Etica del Hospital Juarez de México (Anexo III) y todos los participantes del
estudio accedieron previo consentimiento informado mediante firma o huella digital

(Anexo IV).

5.3. Criterios de inclusion.

Casos:
- Adultos >18 afios de edad.
- Residentes del municipio de Chimalhuacan, Estado de México.
- Tener minimo 10 h de ayuno.
- Sinrestriccion de sexo.
- Firma del consentimiento.
- Sujetos con diagndstico previo de DT2 y/o tratamiento farmacolégico para el

control de dicha enfermedad y/o hemoglobina glicosilada > 6.5%.
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Controles:
- Adultos > 60 anos de edad.
- Residentes del municipio de Chimalhuacan, Estado de México.
- Tener minimo 10 h de ayuno.
- Sinrestriccion de sexo.
- Firma del consentimiento.
- No tener familiares diabéticos (no hermanos, padres o abuelos con DT2).
- HDbA1C < 6.0 %.

- Sin tratamiento farmacolégico para el control de DT2.

La determinacion de diabetes de aparicion temprana o tardia se realiz6 utilizando una
edad de 45 afios como punto de corte como ha sido descrito en otros estudios

genéticos para DT2 (101, 133).

De acuerdo con los criterios de diagnostico de diabetes con base en la HblAc
establecidos por la ADA, el rango de 5.7 a 6.4% es considerado de alto riesgo para
padecer la enfermedad (2); sin embargo, también ésta ha declarado que en individuos
de la tercera edad es posible ser flexible con dicho rango debido al desgaste celular
propio de la vejez. Selvin E. y colaboradores en 2010 (152) analizaron el riesgo a
padecer DT2 en personas con diversos valores de Hb1Ac y determinaron que en
individuos con Hb1Ac <5.5% fue de 1.0, con 5.5 a 6.0% fue de 2.12 (1.9-2.3) y con 6.0 a
6.5% fue de 6.29 (5.5-7.1). Por tanto para el presente estudio se determind que el

punto de corte para los individuos control seria Hb1Ac <6.0%.

5.4. Tamaio de la muestra.

Para el cdlculo del tamafio de muestra se utiliz6 el programa en linea Quanto
desarrollado por la Universidad del Sur de California

(http://biostats.usc.edu/software). Para realizarlo se proporcionaron los siguientes

valores: poder estadistico del 80%, la frecuencia alélica de cada uno de los SNPs

tomando la mas baja reportada en estudios de mestizos-mexicanos, el OR siguiendo el
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mismo criterio y la prevalencia de la enfermedad en el Estado de México (10.5% segun
la ENSANUT 2012(10)). Los valores obtenidos para cada uno de los genes oscilaron
entre 105 y 10,675 individuos, sin embargo, este estudio representa solo una primera
etapa del estudio completo que se realizara en un futuro. Asi, se procedi6 al calculo de
la formula para una poblacioén finita con 95% de confianza y una precision del 5% la

cual arrojo un total de n=144 individuos necesarios para este estudio.

5.5. Medidas somatométricas y toma de muestras sanguineas .

Las mediciones antropométricas se realizaron por evaluadores previamente
entrenados. A cada participante se le midié la cintura (cm), la cadera (cm), el peso (kg)
y la talla (m) para calcular el IMC e ICC de acuerdo a las normas antropométricas
internacionales (153). La presién arterial se midi6 con baumandémetros electrénicos
previo reposo del adulto de al menos 5 min y por duplicado. Los criterios utilizados
para la clasificacion de la poblacidn respecto del IMC fueron los establecidos por la

OMS y los de circunferencia de cintura de la IDF.

Para las determinaciones bioquimicas se tomaron 7 ml de sangre periférica y 2 tubos
con EDTA de 4 ml para el andlisis genético. Las muestras se etiquetaron, se

almacenaron y se conservaron debidamente hasta su procesamiento.

5.6. Determinaciones bioquimicas.

Las determinaciones bioquimicas que se realizaron en suero fueron las siguientes:
glucosa, colesterol, colesterol de alta densidad (HDL), colesterol de baja densidad
(LDL), colesterol de muy baja densidad (VLDL), triglicéridos, urea, creatinina, acido
urico, proteinas totales, albumina, aspartato aminotransferasa (AST), Alanina
aminotransferasa (ALT), Hemoglobina glicosilada (Hb1Ac) e Insulina. Las muestras
fueron procesadas en el Hospital Juarez de México a través de los equipos ADVIA 1800

e Immulite 2000 ambos de la compaiiia Siemens (Anexo V).
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5.7. Analisis molecular.

Para obtener el ADN se utilizé la muestra de sangre almacenada en el tubo con EDTA.
El ADN se extrajo a partir de los leucocitos por el método de salting out (Anexo VI)
(154). EI ADN obtenido se cuantificé espectrofotométricamente a dos longitudes de
onda (260/280nm), se comprobd su integridad en un gel de agarosa al 2% y se
realizaron diluciones a 20 ng/ml para la genotipificacion de los polimorfismos
rs7923837 de HHEX, T1301 de HNF4a, R230C de ABCA1, E23K de KCNJ11, P12A de
PPARYy, rs10811661 de CDKN2A/CDKNZB, rs13266634 de SLC30A8, rs12779790 de
CDC123/CAMK1D, rs7903146 de TCF7L2 y D127G de SLC16A11 a través de PCR tiempo
real (Anexo VII) con sondas Tagman validadas (Anexo VIII) en el equipo ViiA 7 de

Applied Biosystems, CA (Anexo IX).

5.8. Analisis de ancestria.

Para el andlisis de la estratificaciéon de la poblacién se evaluaron 10 marcadores
informativos de ancestria (AIM’s por sus siglas en inglés) en el 10% del total general de
los individuos diabéticos utilizando sondas Tagman validadas. Del total de marcadores
utilizados, 7 fueron informativos tanto para poblacion Europea/Nativa americana
como para Africana/Nativa americana y tres de ellos inicamente para Europea/Nativa
americana. Todos ellos cumplieron una diferencia de frecuencias en las respectivas
poblaciones mayor a 0.3 (A > 0.3) para ser considerados AIM’s y han sido ampliamente
utilizados en diversos estudios. La lista de marcadores y sus caracteristicas se
encuentran descritos en los Anexos X y XI. Las frecuencias genotipicas y alélicas
obtenidas se contabilizaron utilizando el programa Genepop alimentado con un
archivo previamente tratado con el programa Formatomatic. El equilibrio de Hardy-
Weinberg también fue evaluado con Genepop y la composicion genética de la poblacién
se realizd con el programa Structure 2.3.2. Para las poblaciones de referencia se
utilizaron la Europea y Africana con genotipos de residentes de la Peninsula Ibérica
con ancestria Europea y Yorubas, respectivamente. En ambos casos se obtuvo la

informacion del proyecto 1000 Genomas y de Hapmap para cada uno de los alelos. Para
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todas las poblaciones se utilizaron 20 genotipos con los cuales se aliment6 al programa
Structure mismo que se corri6 con 5 repeticiones y con valores para L.B.P.y MCMC de

30,000 cada uno; los valores de K evaluados fueron de 1 a 5.

5.9. Analisis estadistico.

Para la estratificacion de la poblacion se utilizaron los criterios descritos por la ADA.
Con el fin de llevar a cabo los calculos estadisticos necesarios, se utilizo el Paquete
estadistico para ciencias sociales version 18 (SPSS 18) por sus siglas en ingles. Para
evaluar diferencias estadisticamente significativas entre los diversos parametros a
comparar se evalu6 la distribuciéon normal de los datos, en caso de no presentarla se
realizé la prueba de U Mann-Whitney y en caso necesario una correccion previamente
reportada para obtener normalidad (155). Para la correlacién fenotipica con cada uno
de los polimorfismos se utilizo el modelo lineal general univariante. Para evaluar el
equilibrio de Hardy-Weimberg de las frecuencias alélicas de las variantes se emple6
una prueba de chi cuadrada. Para realizar el estudio de asociaciéon se realizé una
regresion logistica multinomial. Debido a que la previa probabilidad de asociacién de
los SNPs esta altamente basada en estudios en europeos y replicada en otras
poblaciones, es poco probable que se detecten efectos debidos Unicamente a la
fluctuacién estadistica. Por lo tanto, la correccién por comparaciones multiples no se
aplicé y una asociacion se consider6 estadisticamente significativa con un valor de p<

0.05.
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6. RESULTADOS.

6.1. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio.

La poblacién de estudio estuvo conformada por adultos habitantes del municipio de
Chimalhuacan reclutados en dos etapas. La primera incluyé a 207 individuos
diabéticos, de los cuales 77 notificaron diabetes de apariciéon temprana y 65 de
aparicion tardia sumando un total de 142 identificados por edad de aparicion de la
enfermedad. La segunda etapa se llevé a cabo para conformar el grupo de controles
reuniendo en total 159 individuos presuntamente no diabéticos, dnicamente 79 fueron
seleccionados ya que el resto no cumplia con los criterios de inclusion y el 9.4% resultd

ser diabético (Tabla 6).

Como se puede observar en la Tabla 6 los fenotipos que se encontraron fuera de los
valores de referencia en los individuos control (n=79) correspondieron al IMC,
circunferencia de cintura e ICC en mujeres, PAS, triglicéridos e indice metabélico. En
relacion al IMC el 3.8% de los individuos se encontraron con bajo peso (IMC<18.5),
31.6% en peso normal (18.5<IMC<25), 32.9% con sobrepeso (25<IMC<30) y 31.6%
con obesidad (IMC>30).

En los individuos con diabetes (n=207) (Tabla 6) los fenotipos con valores mayores a
los de referencia fueron el IMC, circunferencia de cintura e ICC en mujeres,
circunferencia de cintura en hombres, PAS, glucosa, VLDL, triglicéridos, Hb1Ac, HOMA-
IR e indice metabdlico. Al comparar a los individuos control con el total de los
individuos diabéticos se observaron diferencias estadisticamente significativas con
p<0.001 para la edad, glucosa, creatinina, AST, Hb1Ac, HOMA-IR, HOMA-} e indice
metabolico; con p<0.01 para la circunferencia de cintura de mujeres y PAS y con
p<0.05 para la circunferencia de cintura en hombres, colesterol VLDL y triglicéridos. Al
separar a los diabéticos en tempranos (n=77) y tardios (n=65) las diferencias
significativas respecto del grupo control se perdieron para el colesterol VLDL y

triglicéridos; por el contrario en el grupo de diabéticos tempranos se observd
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Tabla 6. Caracteristicas generales y estratificacion de la poblacién total.

Individuos con diabetes tipo 2

Valores de Sujetos control Total de casos Individuos con Individuos con
referencia (Hb1Ac<6.0%) DT2 de aparicion DT2 de aparicion
para temprana tardia
sujetos
5anos

n 79 207 77 65
Hombres (%) 30.4 26.1 19.5 29.3
Edad (afios) 68 (66-70) 53 [49-60)*** 50 [40-56)**= 58 (52.5-65.5]*
Edad al diagnéstico (afios) - 449 9.6 38 (34.7-42) 52 (47-57.5)
IMC (kg/m2) <25 2854 28.7+ 4.8 28.7+49 29.5+4.2
Circunferencia cintura (cm)
Mujeres <80 92.7 (84-97) 98 (91-106)** 97 (89.7-97) 101 (92.7-106.2)**
Hombres <90 86.5 (B0-98.7) 97 (92-101)* 94 (B9-100)* 99 (93-109)**
indice cintura/cadera
Mujeres <0.8 0.9 [0.86-0.95) 0.91 [0.89-0.95) 0.91 [0.88-0.94) 0.91 (0.89-0.95)
Hombres <1.0 0.89 (0.87-0.99) 0.96 (0.92-1.0) 0.95 (0.92-1.0) 0.96 (0.93-1.02)
PAS (mmHg) <120 133 (123-140) 124 (113-140)* 120 (109-135)** 128 [119.5-140)
PAD (mmHg) <80 76 (71-79) 77 (70-85) 75 [68.5-83) 78(71-82.5)
Glucosa (mg/dL) <100 93 (85-103) 159 [117-237)*** 185 (134-249)** 149 (109.5-225)***
Colesterol (mg/dL) <200 188 £ 38.0 193.8 + 45.2 192.8 + 46.4 191.8 £ 37.1
Colesterol HDL (mg/dL) =40 44 (38-53.9) 41.6 (35.9-51) 41 (35.7-51.9) 41.6 (36.3-50.8)
Colesterol LDL (mg/dL) <130 121.2 (101.7-145.7) 121.2 [99-144.3) 122.5(95.3-144.1) 118.2 [95.7-145.5)
Colesterol VLDL (mg/dL) <30 30 (22-40) 35 (25-48)* 35 (23.5-45) 37 (27-51.5)
Triglicéridos (mg/dL) <150 174 [125-243) 204 £122.6% 174 (117.5-225) 186 [134.5-259)
Urea (mg/dL) 19-49 30 (26-39) 29.8 (23.3-39.6) 26.7 (21.4-43.1) 33 (24.3-40.3)
Creatinina (mg/dL) 0.5-1.3 0.73 (0.63-0.86) 0.85 (0.7-0.9)** 0.85 (0.7-0.9)*=* 0.85 (0.75-0.9)**
Acido tirico (mg/dL) 2.5-6 49+1.7 49+ 1.7 4.5 (3.4-57)* 5.1 (4.0-5.1)
AST (UI/L) 10-34 28(22-33) 20.3 (15.7-27.8)*= 20.2 (16.2-29.1)*  21.2 [15.8-2B.6)***
ALT (UI/L) 10-40 22 (19-32) 23 (17.1-31.1) 23.1(17.1-34.2) 23 [16.3-33.9)
Hb1lAc (%) <6.5 5.4 (5.1-5.6) 9.2 (6.7-11.3)** 9.5 (7.4-11.2)** 8.2 (6.2-11.1)*=
Insulina (uU/mL) 2.6-24.9 6.9 (4.5-12) B (4.6-12.8) 8.4 [4.4-14.6) 7.2 (4.7-9.4)
HOMA-IR <2.6 1.5 (1.0-3.0) 2.9 [1.6-5.1)** 2.9 (1.6-6.2)** 2.7 (1.6-5.2)*
HOMA-B 81.9 [55-142) 29.5 (15.3-69.1)*** 32.2 (15.2-70)*** 248 (15.1-64.3)***
indice metabélico <7.0 7.4 (3.9-12.2) 15.8 (7.9-30.6)***  18.4 (11.7-28.2)*** 154 (6.6-25.7)***

*p=<0.05, *p<0.01, *p<0.001: Comparaciones de sujetos control vs total de casos, sujetos control vs diabéticos tempranos y sujetos
control vs diabéticos tardios. DT2, diabetes tipo 2; IMC, indice de masa corporal; PAS, presion arterial sistdlica; PAD, presidn arterial
diastdlica; HDL, colesterol de alta densidad; LDL, colesterol de baja densidad; VLDL, colesterol de muy baja densidad; AST, aspartato
aminotransferasa; ALT, alanina aminotransferasa; HblAc, hemoglobina glicosilada; HOMA-IR, modelo homeostatico de
evaluacion de la resistencia a la insulina; HOMA-B, modelo homeostatico de evaluacidn de la funcidn de la célula p.



diferencia para el acido urico. Cabe mencionar que al realizar una clasificacién de los
individuos diabéticos totales por décadas de edad, se encontré el mayor porcentaje de
personas afectadas en las edades de 50 a 59 afios (44%) seguidos de la década de los
40 a 49 afios (23%) y en tercer lugar las personas que van de los 60 a 70 afios de edad.
Por otra parte al hacer una estratificacion en funciéon del IMC no se encontraron
individuos con bajo peso (IMC<18.5), 25.8% corresponden a un peso normal
(18.5<IMC<25), 37.3% se encuentran con sobrepeso (25<IMC<30) y 36.8% con
obesidad (IMC>30).

Para el estudio de casos y controles (Tabla 7) el grupo de controles fue el mismo que se
describe en la Tabla 6 mientras que para el grupo de casos se eliminaron los individuos
de los cuales no se tenia el dato de aparicion de la enfermedad y/o la genotipificacion
adecuada de las muestras. Asi se trabajo con 75 individuos con diabetes de aparicion
temprana y 64 individuos con diabetes de aparicién tardia para dar un total de 139
individuos con DT2. En éstos los rasgos por arriba de los valores de referencia fueron
los mismos que los descritos para los diabéticos totales de la Tabla 6. En cuanto a la
comparacion del total de casos respecto de los individuos control se observaron
diferencias estadisticamente significativas con p<0.001 para la edad, glucosa,
creatinina, AST, Hb1Ac, HOMA-IR, HOMA-B e indice metabélico; con p<0.01 para la
circunferencia de cintura de mujeres y hombres y PAS; con p<0.05 para colesterol
VLDL y triglicéridos. Al separar al total de casos en tempranos y tardios las diferencias
significativas respecto del grupo control se perdieron en ICC de hombres, VLDL y
triglicéridos de diabéticos tempranos y en PAS de diabéticos tardios, para el acido

urico se observé una p<0.05 en los diabéticos tempranos respecto de los controles.



Tabla 7. Caracteristicas generales y estratificacion de la poblacién para el estudio de asociacion.

Individuos con DT2

Valores de Individuos Total Individuos con Individuos con DTZ de
referencia sin DT2 DT2 de aparicion aparicion tardia
para temprana
sujetos
5anos

n 79 139 75 64
Hombres (%) 30.4 24.4 20.0 29.7
Edad (afios) 68 (65-71) 53 (4B8-60)*** 50 (40-56)*** 58 [52.5-65.8)***
Edad al diagnéstico (afios) - 44 (38-52) 38 (35-42) 52 (47-57.8)
IMC (kg/m2) <25 28.3 (24.4-32) 28.9 (25.4-32.3) 28.2 (24.8-31.4) 29.3 [(25.6-32.4)
Circunferencia cintura (cm)
Mujeres <80 93 (84.5-97) 98 (91-106)** 97 (89.2-105.8)* 101 (92.5-105)**
Hombres <90 86.5 (80-96.5) 97.5 (92-104.5)** 94 (89-100)* 99 (93-109)**
indice cintura/cadera
Mujeres <0.8 0.90 (0.86-0.95) 0.91 (0.89-0.94) 0.91 (0.88-0.94) 0.91 [0.89-0.95)
Hombres <1.0 0.91 (0.87-0.98) 0.96 (0.92-1.0)** 0.95 (0.92-1.0) 0.56 (0.93-1.02)*
PAS (mmHg) <120 133 (124-143) 124 [114-137)* 120 (108-130.7)*** 128.5 (119.5-140)
PAD (mmHg) <80 76 (69-80) 76 (70-83) 75 (68-82.7) 78 (71-82.5)
Glucosa (mg/dL) <100 93 (B5-103) 165 (114-242)%* 185.5 (134-251)*** 147 (109.5-226)***
Colesterol (mg/dL) <200 189+£37.6 1928+ 42.6 193.1 % 46.9 1923 +37.1
Colestercl HDL (mg/dL) >4 44 (38.7-53.1) 41.4 (36-51.6) 41 (35.4-52) 41.6 (36.1-51.2)
Colesterol LDL (mg/dL) <130 12536 122%36 123+39 120%33
Colesterol VLDL (mg/dL) <30 30.5(22-40) 35 (24-49)* 35 (23-48) 36 (27-51.8)**
Triglicéridos (mg/dL) <150 151 (110-205) 174 (121-246)* 171 (116-228) 180 (134.2-260)*
Urea (mg/dL) 19-49 30 (26-39) 29.3 (23.2-41) 26,7 (22.1-43.5) 33 (24.3-40.5)
Creatinina (mg,/dL) 0.5-1.3 0.73 (0.63-0.86) 0.85 (0.77-0.9)*** 0.85 [0.77-0.9)*** 0.85 (0.75-0.9)***
Acido trico (mg/dL) 2.5-6 4.9 (4.3-6.4) 4.7 (3.9-5.8) 4.5 [3.5-5.8)* 5.1 (4.1-5.8)
AST (UI/L) 10-34 28 (22-33) 20.6 (16-2B.B)*** 20.2 (16.2-29.0)*** 20.8 (15.7-27.7)**
ALT (UI/L) 10-40 22 [19-32) 23 (17-33.9) 23.1(17.1-34.0) 23 [16.3-33.7)
Hb1Ac (%) <6.5 5.4 (5.1-5.6) 9.1 (6.7-11.1)*** 9.5 [7.8-11.3)*** 8 (6.2-11.0)***
Insulina (uU/mL) 2.6-249 6.9 (4.4-12.1) 8 (4.6-11.8) 8.4 [44-14.6) 7.2 [4.7-9.0)
HOMA-IR <2.6 1.5 (1.0-3.0) 2.8(Le-5.7)*= 2.9 [1.6-6.2)*** 2.7 (1.6-4.9)*
HOMA-B 81.9 (53-140) 26 (15-64)*** 26.6 (15.2-67.4)*** 23.6 (15.1-62.5)***
indice metabélico <7.0 7.4 (3.9-12.2) 16 (7.4-33.7)** 16.9 (B.7-33)** 16 (7-35)***

*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001: Comparaciones de sujetos control vs total de casos, sujetos control vs diabéticos tempranes y sujetos control vs
diabéticos tardios. DT2, diabetes tipo 2; IMC, indice de masa corporal; PAS, presién arterial sistolica; PAD, presion arterial diastolica; HDL,
colesterol de alta densidad; LDL, colesterol de baja densidad; VLDL, colesterol de muy baja densidad; AST, aspartato aminotransferasa; ALT,
alanina aminotransferasa; Hb1Ac, hemoglobina glicosilada; HOMA-IR, modelo homeostatico de evaluacion de la resistencia a la
insulina; HOMA-B, modelo homeostitico de evaluacion de la funcion de la célula p.



6.1.1. Evaluacion de ancestria.

Debido a que la poblacién de Chimalhuacan proviene de diversos estados de la
Republica Mexicana, se hizo un analisis del lugar de origen de los participantes y el

porcentaje que representan de la poblacion de estudio.

En la Tabla 8 se observa que el 63% de la poblacidn de estudio proviene de 5 estados
del pais: Distrito Federal (26.1%), Estado de México (15.4%) (Chimalhuacan se evalu6
por separado), Oaxaca (11.6%), Puebla (6.0%) y Veracruz (4.4%). En general se tiene
presencia de 20 distintas entidades federativas y de 5 lenguas indigenas (solo
informacion disponible de individuos no diabéticos) aunque en muy bajo porcentaje

(Tabla 9).

Tabla 8. Procedencia del total de sujetos participantes en este estudio.

Estado de No. Porcentaje que
origen participantes* representan
del muestreo (%)
Aguascalientes 1 0.3
Chiapas 3 0.9
Distrito 83 26.1
Federal
Durango 1 0.3
Guerrero 17 5.3
Guanajuato 12 3.8
Hidalgo 15 4.7
Jalisco 3 0.9
México 49 15.4
Michoacan 11 3.5
Morelos 4 1.3
Oaxaca 37 11.6
Puebla 19 6.0
Querétaro 5 1.6
Sn Luis Potosi 5 1.6
Sinaloa 1 0.3
Tamaulipas 1 0.3
Tlaxcala 5 1.6
Veracruz 14 4.4
Zacatecas 4 1.3
Chimalhuacéan 14 4.4
No dan 14 4.4
informacién

*Informacién obtenida del cuestionario aplicado, incluye individuos
diabéticos y no diabéticos



Tabla 9. Lenguas indigenas habladas por los participantes.

Variante lingiifstica Porcentaje que
representa del
muestreo (%)

Mazahua 4.0
Zapoteco 1.0
Nahuatl 1.0
Popolaca 1.0
Otomi 1.0

No 54.0

No da informacion 38.0

*Informacion obtenida del cuestionario aplicado.
S6lo incluye individuos no diabéticos

El andlisis de 20 individuos diabéticos revel6 que su estructura genética esta formada

por un 83.7% de componente amerindio, 13.5% de caucasico y 2.8% de africano (Fig.

13). El ndmero de poblaciones claramente identificadas por el programa Structure

fueron tres (K=3) lo cual a su vez se puede corroborar con el diagrama de arbol

realizado con base en las distancias genéticas (Fst) calculadas por el mismo programa

(Fig. 14).
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Fig. 13. Composicion genética de la poblacién de Chimalhuacdn vs otras poblaciones de referencia
(1000 Genomas). 1. Poblacién de estudio de Chimalhuacdn 2. Poblacién Ibérica (IBS) 3. Poblacion
Africana (YRU). En azul se observa el componente amerindio, en rojo el caucdsico y en verde el

africano.

3 Fig. 14. Diagrama de drbol

realizado con base en

tres  componentes de
poblaciéon analizada en

1 en azul el amerindio.

distancias genéticas (Fst) de los

ancestria (Fig.13). En rojo se
2 muestra el componente
europeo, en verde el africano y
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6.2. Comparacion de las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados en
la poblacion de Chimalhuacan con las frecuencias de las poblaciones del

Proyecto 1000 Genomas.

Se realizé un anadlisis de las frecuencias alélicas de los polimorfismos estudiados para
compararlas con las reportadas en el Proyecto 1000 Genomas, el cual representa la
diversidad genética alrededor del mundo. Debido a que 1000 genomas reporta
frecuencias alélicas de individuos que se declaran a si mismos sanos y es menos
probable encontrar sesgos en las frecuencias del alelo de riesgo en sujetos no

diabéticos, el analisis se realizé con los datos del grupo control (Tabla 10).

La frecuencia obtenida para la poblacién de estudio del alelo C de HHEX (rs1111875)
fue de 63.3% superior a lo descrito en poblacién Maya, Americana, Europea y Asiatica,
pero inferior a la poblacién Africana, observandose diferencias estadisticamente
significativas en las dos ultimas. El alelo T de HNF4a (rs1800961) presentd una
frecuencia de 5.1% la cual respecto de las poblaciones Americana, Europea, Africana y
Asiatica fue mayor siendo significativa para las dos dltimas, en comparacién de la maya
que fue significativamente menor. La frecuencia del alelo T de KCNJ11 (rs5219) fue de
37.3% siendo mayor para todas las poblaciones y estadisticamente significativa para la
Americana y Asiatica. Respecto al alelo C de PPARy (rs1801282) la frecuencia obtenida
fue de 81.6% siendo menor en relacién a todas las poblaciones y no significativa
respecto de la Maya. Para el alelo T de CDKNZ2A/B (rs10811661) la frecuencia fue de
87.3% mayor respecto de la Europea y significativamente de la Asiatica pero menor de
la Maya, Americana y Africana, siendo significativa respecto de la tltima. En el caso del
alelo C de SLC30A8 (rs13266634) la frecuencia fue de 77.2%, mayor respecto de la
Maya, Americana, Europea y Asiatica pero menor de la Africana siendo significativa
para estas dos ultimas. El alelo G en CDC123/CAMKI1D (rs12779790) estuvo presente
en un 11.4% siendo menor respecto de las frecuencias en la poblacion Maya,
Americana, Europea y Asiatica siendo significativas para las dos ultimas pero mayor en
la Africana. Para el alelo T de TCF7L2 (rs7903146) la frecuencia fue de 9.5% siendo

significativamente menor respecto de la Americana, Europea y Africana pero mayor
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Tabla 10. Comparacion de frecuencias alélicas de la poblacion de estudio de
Chimalhuacan (n=79) vs poblacién maya!y poblaciones de 1000 genomas®.

Frecuencias alélicas (%)

SNP/Gen CHIM MYA AMR EUR AFR ASN
rs1 111875 T 67 41.1 37.9 42.4 18.4 7.6
HHEX C 633 58.9 62.1 57.6 gl.6*  2R.4*
rs1 800961 C 94.9 89.7 04.5 963 89.9 98.4
HNF4m T 5.1 10.3# 55 1.7 0.1* 1.6*
rs5219 C 62.7 65.4 70.7 667 97.7 66.2
KCNKIlI T 373 4.6 29.3* 353 2.3* 338
rs1 801282 G 18.4 17.2 11.7 12 0.5 2.6
PPARY C 8l.6 H2.8 BE.3* BR* 0o.5*  OQ7.4%
rsl081 1661 C 12.7 11.5 12.4 16.8 4.5 43.6
CDEN2AZB T 87.3 BE.5 87.6 832 05.5%  S6.4%
rs13266634 T 22.8 25 26.7 283 7.4 45.7
SLC30ASR C 77.2 75 733 7.7 02.6%  54.3%
rs12779790 A B8.6 87.7 4.3 79.6 ge.4 80.1
CDCI123/CAMEKI1D G 11.4 12.3 15.7 20.4* 11.6 19.9*
rs7903146 C 90.5 a1 T76.5 683 74 97.7
TCFTL2 T 9.5 9 235« 311.7% 26* 2.3
rs9282541 C 85.2 9.6 05.8 100 59.9 100
ABCAL T 10.8 20.4% 4.2* o* 0.1*% 0=
rs13342692 T 60.1 57.6 T2.5 97.7 62 90.3
SLCleAll C 5.9 42.4 27.5* 2.3* E1) 9.7*

Alelos en negritas corresponden a los alelos de riesge para diabetes tipo 2 identificados en
otros estudios. *p<0.05 CHIM wvs otras poblaciones. CHIM, Chimalhuacan; MY A, Maya;
AMR, Americana; EUR, Europea; AFR, Africana; ASN, Asiatica; ABCAL, casete
transportador de unién a ATP tipo Al; PPARy, receptor activade por proliferador de
peroxisoma gamma; HNFdo, factor nuclear del hepatocite 4o; CDKEMN2A, inhibidor de
cinasas dependiente de ciclina 2A/B; SLC30AR, transportador de solutos integrante de la
familia 30 miembro 8; TCFTL2, factor 7 de células T similar al 2; KCMNJ11, canal de potasio,

subfamilia J, miembro

11: HHEX, gen homedtico hematopeoiéticamente expresado;

SLC16A11, transportador de solutos familia 16 miembro 11; CDC123, proteina de division
del ciclo celular 123; CAMEKID, proteina cinasa 1D dependiente de calcio/calmedulina.
1. Lara-Riegos, J.C., et al., Gene (2015} 2. 1000 Genomes release 17-nov-2015
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respecto de la Maya y significativamente de la Asiatica. El alelo T de ABCA1
(rs9282541) se presentd en un 10.8% mostrando diferencias estadisticamente
significativas respecto de todas las poblaciones siendo menor en relacién a la maya y
mayor en razon del resto de las poblaciones. Finalmente la frecuencia del alelo C de
SLC16A11 (rs13342692) fue de 39.9% la cual es mayor respecto de la Africana,
Americana, Europea y Asiatica siendo significativa para las ultimas tres pero menor

respecto de la Maya.
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6.3. Relacion genotipo-fenotipo en casos y controles.

Se analiz6 el efecto del genotipo con el fenotipo de los sujetos del grupo control los
cuales cabe mencionar que realizan alguna actividad fisica propia de la edad
(informacién obtenida del cuestionario). Con respecto a los niveles de presion arterial
e IMC reportados como factores de riesgo y debido a la edad de los participantes, se
realizé una correccidn en el analisis estadistico utilizando como covariables el estado

de HTA y obesidad (Tabla 11).

Los portadores de CT/CC para HHEX (rs1111875) tuvieron menores valores
estadisticamente significativos de Hb1Ac respecto del genotipo TT (p=0.018); para
HNF4a (rs1800961) se obtuvieron mayores valores para los portadores de CT/TT vs
CC en triglicéridos (p=0.008) y VLDL (p=0.006) y menores en LDL (p=0.019). Respecto
a KCNJ11 (rs5219) los portadores de CT/TT tuvieron mayores valores de glucosa
respecto del genotipo CC (p=0.041) y a su vez una tendencia a mayor HOMA-IR
(p=0.080) mientras que para PPARy (rs1801282) los portadores de CG/CC tuvieron
una tendencia a mayores valores de colesterol respecto del genotipo GG (p=0.053) y
mayores valores de PAS (p=0.042). En el genotipo CT/TT de CDKN2A/B (rs10811661)
se obtuvieron valores mayores de LDL a diferencia del genotipo CC (p=0.021) asi como
también de PAS (p=0.032) y para SLC30A8 (rs13266634) el genotipo TT/TC presentd
mayores valores de insulina (p=0.003), HOMA-IR (p=0.006), HOMA-B (p=7.6x10-3),
AST (p=0.0003) y ALT (p=0.004) respecto del genotipo CC. El resto de las variantes no

mostrd ninguna correlacidn con los pardmetros bioquimicos evaluados.
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Tabla 11. Efecto del alelo de riesgo en individuos del grupo control.

SNP/ Gen N Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL LDL VLDL Insulina HOMA-IR HOMA-B Hb1AC PAS PAD AST ALT Ac.drico
79 (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (ul/mL) (%) (/L) (uL/L) (mg/dL)
rs1111875 TT 8 96+23.8 201x27.7 146 [96-308) 45+12.8 130265 46+50.3 7.6(5.4-13.4) 18(11-39) S8[44-162) 5.5+0.21 125{105-143) 72(62-86) 33311 32x135 46215
HHEX CT/CC 71 95.8x12.4 18838 155 [116-206) 46.511 1246437 33.7x16 6.9 [4.5-12.5) 1.5(1-2.9) 84(53-137) 5.3+0.33 133(126-144) T6(69-82) 2Bx13 28x19.7 5.4+15
p* 0.336 0337 0.352 0.702 037 0.357 0519 0.615 0805 0.018 0.661 0.787 0.127 016 D127
r51800961 cc 71 96414 19238 150 [(106-201) 46,8211 129+36 31.7:17.7 7 [4.8-125) 16(11-33) 84(53-141) 53103 133(124-144) T6[69-83) 29+12.3 27.717 5.4+15
HNF4m CT/TT 8 91.4£9.7 17023 192 (140-389) 43249 94+20 50.5:29 5.6 (4.2-12.8) 1.2 (0.8-2.7) 79(62-153) 5.20.4 131[120-134) 76[73-83) 29.5x14.3 3432 4.9:£1.5
p* 0.608 0.259 o.008 0.703 0.019 0.006 0831 0.623 0.679 0.098 0.637 0.558 0.636 0957 0.636
rs5219 cC 31 90.7+11.5 190,538 145 [10:2-203) 47.4£11 129+36.6 3152145 6.1 (3.7-10.1) 1.3 (08-23) 81.9(49-1586) 5.3x0.3 133[120-142) Th([69-81.5) 27.3+9.3 273217 5.1+15
HCNJ11 CT/TT 48 99.7+13.8 18937 1605 [121-212) 45.6+11 12235 3732245 8(5.6-12.8) 18(1.1-35) B82(57-124) 5.3x0.2 133(126-145) T6[69-84) 30.4+15 295421 5.6x15
p* 0.041 n0B1z 0177 0.565 0.313 0.254 016l 008 0.784 0.3561 0.538 0.532 0.203 o602 D.203
rs1801282 GG/CG 26 948213 191.8+36 153 [105-204) 46.6:10.6 1267436 344221 6.1(4.3-82) 1.5(0.9-2.2) 78(51-139) 52103 135{123-148) 75.8[67-79) 27.7+13 29,5121 5.3x1.4
PPARY cC 53 94714 1B7+39.4 150 [119-206) 454112 124.4+36 336196 7.2(44-128) 1.5(1.0-35) 95(53-142) 53103 131(125-136) F6[70-84.6) 31x16 27.7+18.3 5.3+1.5
p* 0.356 0.053 0.284 0.695 0.386 0.570 0987 0984 0872 0242 0.042 0.616 0.788 0.565 0.788
r510811661 CC/CT 19 95.7+125 199+32.7 153 [133-180) 498175 137+29 312173 7([4.7-145) 1.5(1.0-38) 108(52-188) 5.420.27 138(128-151) 76.5[72-85) 257152 23576 L.6x1.4
CDENZAJS TT &0 96114 1B6.5+38.7 154.5 [106-218) 45.2+11.7 119+33 36+23.7 6.8 [45-11.5) 1.54[0.9-2.9) T9(57-130) 532033 131(120-139) T6(69-80) 30.2x14 30.2+216 5.3+1.5
il: 0.708 0.132 0507 0.109 0.021 0.563 0538 0.508 0816 0.328 0.045 0.181 0.548 0.68 0.548
rs13266634 TT,/TC 3z 95+14.4 1B5.7+39.4 162 [125-226) 45.B+11.8 121£37 391274 7.7 (5.8-15) 1.9(1.1-4.2) 114(73-185) 53103 133(122-145) 76[69.5-84) 35+16 32.6+18 5417
SLC30AB cc 47 96.4+13 192436 150 (113-153) 46.8+10.5 128£35 29.9:+10.8 6.6 (3.7-8.3) 1.4 (0.5-2.2) 75(44-103) 53103 133{126-135) T6[65-81) 25.5+8.7 23.7+10 5.3x13
pt 0470 n.1sg 0411 0360 0.095 0.3200 0.003 0.006 7.6x10°% 0.869 0.834 0.659 0.0003 0.004 0.660
r512779790 AA 63 964213 19037 156 (121-202) 46.8+11.4 124.7+36.7 347213 7([4.8-12.8) 15(11-3.1) 91[53-153) 53203 133(126-144) T6[69-83) 2B.5x11.2 271215 5.4+15
cDC1z3y) AG/GG 1s 93.6x155 18741 137 [10:2-109) 445451 126.7+338 29.5:11 6.7 [2.4-10.4) 1.6(0.9-2.9) 78[51-110) 5.2:03 133[116-142) T6(69-80) 313184 342315 5xl4
c‘”’:}‘{lb 0.585 0677 0.700 0.781 0.489 0.758 0.544 051 0552 0.849 0.49 0.527 0.79 071 079
rs7903146 cC 65 95.6+14 190+39.6 143 [106-206) 47+11.6 125£37 346225 6.9 (21-41) 1.5 (1.0-3.0) BO4[52.5- 53203 133(125-141) T6[65-79) 2954137 25.2+20.7 5.4£15
TCF7LZ CT/TT 14 9662105 18926 183 [150-203) 437471 123+28 35.5:11 8.6 (30-20) 2.1(1.1-33) 100[1:15-]‘1?4) 5.320.4 137(122-146) 7B.5(74-85) 2773 255493 5.1£1.1
p* 0.76 0.684 0.588 0.800 0.837 0.501 0.58 0.6B8 0.736 0.394 0.877 73 0.981 0378 0.981
rs9282541 cC 63 962126 193+36.6 157 [119-206) 47.3x11.3 127+34 34.7+21 7 [45-14) 2.8(1.0-35) 91[57-155) 53203 133(126-142) 76(71-83) 27.4:83 IT+14.5 5.1£1.4
ABCA1 CT/TT 16 9518 172439 131.5 [100-200) 4234832 116.5£435 I95+12.6 8.9 (4.2.7.9) 1.6(1.0-19) 75(39-103) 54203 133(113-150) 75(63-83) 36.7+14 3484333 6.2+1.7
p* 0.787 012 0.549 0.182 0.318 0614 0.892 0.749 0.598 0463 0.393 0.510 0.552 0.488 0.552
r513342692 TT 29 96413 179.8+31 152 [104-180) 45+10.5 11925 29.5+10.5 7.3 (45-13.9) 1.6(1.0-35) B2[51-132) 54203 133[120-143) 76(69-85) 275:7.0 25710 5.4+15
5LC16A11 CT/CC 50 957139 196240 157 [116-228) 47.2x11.3 128:41 3825 6.9 (4.7-10.4) 1.5 (1.0-2.8) B2[57-155) 5.320.3 133(126-144) 76[70-79) 30.0x15.4 3023 5.3£15
p* 0614 0.136 0.091 0.466 0.300 0110 0480 0.402 0414 0.158 0.140 0.889 0.692 0870 0.692

Se reportan medias + SD y medianas (percentiles 25-75). p < 0.05 (negritas) bajo modelo dominante (a) o recesivo (b). Covariables: edad, género, obesidad, hipertensién. SNP, Polimorfismo de un solo nucledtido; HDL, colesterol HDL;
LDL, colesterol-LDL; VLDL, colesterol VLDL; HOMA-IR, modelo homeostitico de resistencia a la insulina; HOMA-B, modelo homeostitico del funcionamiento de la célula beta; HblAc, hemoglobina glicosilada; PAS presién arterial
sistlica; DBP, presidn arterial diastélica; AST, aspartato transaminasa; ALT, alanina aminotransferasd




Por otra parte, para evaluar el efecto de portar el alelo de riesgo en los individuos con
DT2 también se realizd un analisis genotipo-fenotipo en los individuos que
conformaron el grupo de casos (Tabla 12) tomando como covariables la edad, sexo e
IMC. Para HHEX (rs1111875) los valores de HDL fueron mayores en los portadores del
alelo de riesgo CT/CC (p=0.027) asi como también una tendencia a mayores valores de
PAS (p=0.057) y para HNF4a (rs1800961) los portadores de CT/TT tuvieron mayores
valores de Hb1Ac (p=0.040). Con respecto a PPARy (rs1801282) las concentraciones
de HDL fueron mayores (p=0.045) para el genotipo CC y hubo una tendencia en la
glucosa a ser mayor (p=0.071) mientras que los valores de HOMA-B y acido urico
fueron menores (p=0.002 y p=0.013, respectivamente). Para CDKN2A/B (rs10811661)
tanto PAS como PAD fueron menores para los portadores de TT (p=0.044 y p=0.014,
respectivamente) y en relacion a ABCA1 (rs7903146) los portadores de CT/TT
tuvieron mayores valores de Hb1Ac (p=0.024) y menores valores de HDL (p=0.027).
Finalmente, para el gen SLC16A11 (rs13342692) los portadores de CT/CC mostraron
un mayor valor de HOMA-IR (p=0.021) y menor valor de acido urico (p=0.010)
respecto del genotipo TT.



Tabla 12. Efecto del alelo de riesgo en individuos diabéticos.

SNF/ Gen N Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL LDL VLDL Insulina HOMA-IR HOMAB Hb1AC PAS FAD AST ALT Ac. drico
139 (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) {mg/dL) (ulrfmL) (%6) (mm Hg) (mm Hg) (Ul/L) (UL/L) (mg,/dL)
rs1111875 TT 23 177182 19942 200 [135-301) 4162109 1222253 459:23.7 5.9 [4.2-155) 27 [15-5.1) 40.2 [14.8-83.8) 34232 114 (107-129) 73 (£8-835) 2732164 29.7+18.2 54224
HHEX CT/CC 116 1B1£73.7 1862438 169 [124-235) 4632112 129+39.2 37.7:19.0 B.1[48-11.3) 29(1.7-5.7) 23.6 [15.1-60.9) 89126 128 (116-139) 77 (70-BZ) 21.9:82 23.9+11.2 5.1:1.7
P 0.743 0428 113 021 r1eg 0114 0742 0.285 294 514 0057 0659 0.492 0.7%94 0312
51800961 cc 129 1782738 19342 174 [121-245) 4422125 122437 4042736 B.0(47-12.8) 27 [16-58) 26.0[15.2-65.7) 9.0£2.6 1325 (114-138) 7T (70-B4) 2432122 27.6+15.1 5.0:18
HNF4a CT,/TT 10 210B5.7 182142 193 (129-273) 40.1+6.2 115233.4 39.7:179 B.5 [£-10.9) 4.4 [2.2-6.4) 21.9(13.3-51.4) 10.8+3.3 119 (109-137) F5(72-77) 22.3195 243+8.8 47218
i 0.24 0619 625 557 866 0640 0.848 0420 495 0.040 0861 0450 0.378 0.440 0900
rs5219 c b4 183276.2 1952442 166 [116-2386) 43.7:11% 123:37.2 4142275 7.5 [4.5-14.8) 29 [17-5.7) 38.6[15.1-67.1) 31231 124 [114-135) 77.5(72-82) 25.0212.3 27.7x14.1 4.8:2.1
HCNJ11 CT/TT 75 1792741 1912414 178 [126-251) 4422126 121235.7 3952189 B.Z [4.3-11.0) 27 [16-52) 23.0[14.8-56.8) 91224 125 (113-140) 75 (70-B3) 2342118 27.1#153 52216
i 0.825 0708 607 B0l 3996 0654 0884 0815 0920 807 0586 0.358 0.275 0.315 0.223
rs1801282 GG JCG 8 15392568 1288398 176 [126-217) 4124114 1232345 3622128 B.2 [65-12.3) 24 [16-44) 58.7 (33.3-84.5) 84123 129 [(116-139) 76 ([70-B4) 2B.3215.0 32.2+19.4 5.3:1.9
PPARY cc 111 1B7277.5 194433 174 [121-257) 44.6+12.4 122:36.8 4142751 7.4 [41-113) 29 [1.6-6.0) 22.3(12.7-56.2) 53228 123 (113-137) 76 (70-B3) 2312110 26.1+13.1 4.9:1.8
P" 0.071 0.507 0.934 0.045 0781 0.900 0178 0224 0.002 0117 0140 0515 0.153 0405 0.013
rs10811661 CC/CT 21 1B0276.6 1982343 151 (119-308) 4342112 1242347 4572275 6.1 [4.2-14.5) 23 [14-58) 23.6 [18.2-BA.0) 85238 130 (122-141) 81.0 (7T4-88) 230281 26.5:10.8 49:1.6
CDENZA/2ZB T 118 1B1£75.0 192+44 174 [122-241) 44.1:125 122:36.7 3942223 B.0[47-11.3) 29(1.7-53) 26.6 [12.3-63.5) 9.2:25 123 (112-136) 75 (70-82) 2442126 27.5+15.4 5.0:18
Pt 0.9z 0.399 0.234 0792 0.695 0.228 0.880 0526 G481 0184 0.043 0.014 0.78% 0.578 0.986
rs13266634 TT/TC L=l 178270.1 199365 175 [118-246) 463212 126230.8 40.9225.3 7.6 [5.3-12.0) 32[18-59) 22.4 [14.2-64.1) 93125 126 (114-140) 76.0 (71-82) 22.3296 25.6+10.9 5.1:z18
SLCI0AB cc 79 183278.0 18812464 174 [126-254) 42.1:122 119:39.8 3992216 8.1[4.3-128) 2.7 [16-5.3) 31.9[15.9-66.3) 3.0:2.9 123 [113-138) 770 (70-83) 2562135 28.6+7.0 4.9:1.8
p" 0875 0.105 0658 0143 0123 0.635 0.545 0.228 0859 0.287 0.462 0.776 0.202 0.892 0.325
rs12779790 AA 101 1762743 1962418 177 [126-259) 4452133 122.7+36.1 4202746 7.1[4.0-10.7) 24 [16-48) 27.4 [15.2-64.8) 89:28 127 (114-140) 7T (70-B3) 2432121 27.5£14.9 5.0=18
CDC1z23) AG/GG i 1932757 184244 170 [109-218) 42.529.0 119.8237.2 3592185 8.7 [52-15.4) 46(2.2-74) 22.3[14.2-53.2) 37225 122 (110-132) Th([69-82) 2372119 268141 5.0:1.9
CRL‘;:(ID 0.146 0.338 0.227 0962 0942 0.226 0.202 0218 0601 0111 0.849 0575 0.20% 0.135 0.950
rs7903146 cc 92 1792734 192+435 173 [123-243) 4442132 120.3£37 4082243 B[5.2-14.5) 28([1.7-56) 39.6 [15.8-68.7) 91129 125 (112-140) 76.0 (69-82) 2412111 27.4+13.7 5.0:1.8
TCF7LZ CT/TT 47 183.42783 1942411 177 [117-251) 4312103 125235 3942210 7.5 [41-10.7) 2.6 [L6-5.6) 22 [12.9-43.0) 31224 125 [114-1348) 770 (72-83) 2432138 27.1£16.7 5.0:1.7
P 0.936 0.491 0.B42 .B40 0.325 0.865 0687 0544 0314 0700 0.776 0522 0.98% 0414 0.798
rs9282541 c 103 1752763 1962437 174 [119-254) 4542121 124.3238.1 3962210 6.1[41-128) 23 [16-5.7) 25.9[13.7-67.4) 8.9:2.5 126 [114-137) Te(70-83) 2352111 2642136 5.2z1.8
ABCA1 CT,/TT 6 1962691 1852387 180 [12B-246) 39.9+12.4 115430 4232267 B.4 [7.4-10.5) 4.1{2.5-5.6) 37.9[15.2-62.5) 9.7+3.2 123 (114-1385) T&(70-B2) 27.0214.4 29.5+17.7 46219
P 0.087 0.283 a1l 0.027 301 0823 0,145 0.0%4 948 0.024 0.827 0Bzl 0152 0.365 0112
rs13342692 TT 49 1712745 20939 151 [137-261) 449:117 1272337 433:23.3 5.4 [3.8-8.8) 1.9(1.4-3.2) 22,3 [12.3-63.0) 35225 126 [116-142) T&(72-B5) 24.82129 27.2£15.5 5.5:1.5
SLC16A11 CT/CcC 90 186275 18852448 162 [117-242) 43B:z128 11938 3882233 8.4 [54-153) 4.1(2.2-6.3) 31.B[15.2-71.8) 34228 123 (112-135) 75 [69.5-B2) 242119 27.3£14.4 4.8:1.9
p" 0.415 (0.145 138 G960 3301 0.147 0126 0.021 0711 0037 0.392 0472 0.373 0.673 0.010

Se reportan medias + 5D y medianas (percentiles 25-75). p < 0.05 (negritas) bajo modelo dominante (a) o recesivo (b). Covariables: edad, género e IMC. SNP, Polimorfismo de un selo nucledtido; HDL, colesterol HDL; LDL, colesterol-
LDL; VLDL, colesterol VLDL; HOMA-IR, modelo homeostitico de resistencia a la insulina; HOMA-B, modelo homeostitico del funcionamiento de la célula beta; HblAc, hemoglobina glicosilada; PAS, presidn arterial sistdlica: DBP,
presidn arterial diastélica; AST, aspartato transaminasa; ALT, alanina aminotransferasa




6.4. Estudio de asociacion con DT2.

En la Tabla 13 se muestran los resultados del estudio de asociacion de las 10 variantes
con la susceptibilidad al desarrollo de DT2 utilizando la estratificacion de la poblacién
mencionada anteriormente en la Tabla 7. Las frecuencias alélicas correspondientes a
los sujetos control se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg mientras que para
el rs5219 de KCNJ11 el total de casos y los diabéticos tempranos no lo cumplieron. Las
covariables utilizadas en el andlisis fueron el sexo debido a que el porcentaje de
participacién de hombres y mujeres fue distinto y el IMC ya se quiere evitar que el
sobrepeso u obesidad sea un factor confusor, es importante mencionar que debido al
disefio de la investigacion la edad no fue incluida como covariable. Debido al alto
porcentaje amerindio que present6 la muestra de individuos analizados en el estudio

de ancestria, no se realizé ninguna correccién por ésta.

Asi al hacer el andlisis del total de casos (n=139) vs controles (n=79) se encontré que la
variante rs1801282 (PPARY) tuvo una asociacién con DT2 presentando un OR de 1.95
e IC al 95% (1.04-3.6) con una p=0.037 bajo el modelo recesivo asi como también el
rs7903146 (TCF7L2) con un OR de 2.4 e IC al 95% (1.2-4.7) y p=0.012 bajo el modelo
dominante; en ambas variantes se encontré una diferencia estadisticamente
significativa entre las frecuencias alélicas de casos y controles (p=0.019 y p=0.008
respectivamente). Al evaluar las frecuencias alélicas de los diabéticos tempranos
(generando asi un grupo de 75 casos), la asociacién previamente encontrada en los
diabéticos totales con la variante rs1801282 (PPARy) se vuelve nominal presentando
una p=0.054 con un OR de 2.1 e IC al 95% (0.98-4.4) manteniendo una diferencia
significativa entre las frecuencias alélicas de casos y controles (p=0.036). La variante
rs10811661 (CDKN2A/B) denota una asociacién no presentada en los diabéticos
totales con un OR de 2.8 e IC al 95% (1.1-6.7) y p=0.026. La asociacion con rs7903146
(TCF7L2) se mantiene mostrando un OR de 2.4 e IC al 95% (1.2-5.2) cuya p=0.020.
Tanto en el rs10811661 (CDKN2A/B) como en el rs7903146 (TCF7L2) se encuentran
diferencias significativas entre las frecuencias alélicas de casos y controles (p=0.045y

p=0.006 respectivamente). Finalmente, al evaluar la asociacién en los diabéticos



tardios (n=64), la asociaciéon previamente reportada en los diabéticos totales con el
rs7903146 (TCF7L2) se vuelve nominal obteniendo un OR de 2.2 e IC al 95% (0.99-4.8)
con una p=0.051 cuya diferencia entre las frecuencias alélicas de casos y controles

también es nominal (p=0.053). El resto de las variantes no mostré ninguna asociacion.
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Tabla 13. Analisis de asociacion de las variantes de riesgo con diabetes tipo 2 en la poblacion de estudio estratificada
por edad de aparicién de la enfermedad.

SNP
Gen
rs1111875
HHEX
rs1800961
HNFda
rs5219
KCNITL
rs1 801282
PPARY
rs10811661
CDENZIAZB
rs13266634
SLC30AR

rs12779790

CDCI23
CAMEKID

rs7903146
TCF7L2
rs9282541
ABCAI1
rs13342692

SLCI6ALL

Alelo

o = 0

]

T

C

Total poblacién diabética

Diabéticos tempranos

Diabéticos tardios

Conteo de alelos

Controles
(%a)

58
(36.7)
100
(63.3)
150
(94.9)
8

(5.1}
99
(62.7)

(90.5)
15
(9.5)
141
(89.2)
17
(10.8)
95
(60.1)
63
(39.9)

Casos
(%)

106
(38.1)
172
(61.9)
268
(96.4)
10
(3.6)
177§
(63.7)
101
(36.3)
29
(1.0
249
(89.6)
23
(8.3)
255
(91.7)
68
(24.5)
210
(75.5)
237
(85.3)
41
(14.7)
225
(50.9)
53
(19.1)
239
(86.0)
39
(14.0)
158
(56.8)
120
{43.2)

Palitica

0.768

0.459

0.833

0.019

0.139

0.693

0.324

0.008

0.326

0.503

OR
(IC 95%)

0.36
(0.2-1.3)

0.67
(0.3-1.8)

0.76
{0.4-1.3)

1.95
(1.04-3.6)

1.87
(0.92-3.8)

0.89
{0.5-1.6)

1.5
{0.7-2.8)

24
(1.2-4.T)

1.4
{0.7-2.8)

1.07
(0.6-1.9)

pu.b

0189

.43

0.33*

0.037"

0.081"

07l

0278

0.012*%

03028

0n.822°

Conteo de alelos

Controles
(%a)

58
(36.7)
100
(63.3)
150
(94.9)
B

(5.1}
99
(62.7)

(90.5)
15
(9.5}
141
(89.2)
17
(10.8)
93
(60.1)
63
(39.9)

Casos
(%)

61
{(40.7)
&9
(59.3)
143
(95.3)
7

.7

RE
(65.3)

{49.3)

Palética

0.473

0.873

0.625

0.036

0.045

0.801

0.238

0.006

0.487

0.094

OR
(IC 95%)

0.60
(0.2-1.6)

0.88
(0.3-2.6)

0.64
{0.3-1.2)

2.1
(0.98-4.4)

2.8
(1.1-6.7)

1.2
{0.2-5.5)

1.6
{0.8-3.5)

24
(1.2-5.2)

1.3
{0.6-2.8)

1.6
(0.8-3.3)

pu.b

0.31*%

0.82=

0.18°

o054

0.026"

0.85°

0.20°

0.020°

0.52%

0.158

Controles
(%a)

58
(36.7)
100
(63.3)
150
(94.9)
8

(5.1}
99
(62.7)

(90.5)
15
(9.5}
141
(89.2)
17
(10.8)
93
(60.1)
63
(39.9)

Casos
(%)

45
(35.2)
&3
(64.8)
125
(97.7)
3

(2.3)
79
(61.7)

{13.3)
106
(§2.8)
22
{17.2)
109
(85.2)
19
(14.8)
&2
{64.1)
46
(35.9)

Palética

0.783

0.234

0.872

0.081

0.654

0.661

0,627

0033

0.300

0.495

OR
(IC 95%)

0.54
(0.2-1.5)

0.4z
(0.1-1.6)

0.92
{0.4-1.8)

1.7
{0.8-3.7)

1.4
(0.6-3.2)

0.7
{02-2.7)

1.3
{0.6-2.8)

2.2
(11L.9%9-4.8)

1.6
{0.7-3.5)

0.7
(0.4-1.4)

pn.b

0.22*

0.21*

0.7

0.15%

0.428

0.69*

0.54*

oesie

0.24*

0.32*

§ Las frecuencias alélicas no se encuentran en equilibrio de HW. Valor de p y OR calculado con un andlisis de regresion logistica ajustado por género e IMC a través del modelo dominante* o el modelo

recesivol.



6.5. Relacion genotipo-fenotipo de las variantes asociadas a DT2 en individuos

diabéticos de aparicion temprana y tardia.

También se analizo6 el efecto del genotipo de las variantes asociadas a la enfermedad en
los diversos rasgos fenotipicos de diabéticos tempranos (Tabla 14) y tardios (Tabla
15). En los individuos diabéticos de apariciéon temprana se observaron diferencias
significativas para rs1801282 (PPARY) siendo mayores los valores de los portadores
del alelo de riesgo en HDL (p=0.023) y menores para AST (p=0.043) y acido urico
(p=0.029); en los diabéticos de aparicién tardia se observé un menor HOMA-
(p=0.005). Enrs10811661 (CDKN2A/B) para los diabéticos tempranos homocigotos de
la variante de riesgo se observaron mayores valores de glucosa (p=0.047) y de Hb1Ac
(p=0.005) y menores para PAD (p=0.024); respecto a los diabéticos tardios por el
contrario reportaron menores valores de glucosa. Para el rs7903146 (TCF7L2) no se

observaron diferencias significativas en ninguno de los dos grupos.



Tabla 14. Efecto del alelo de riesgo en individuos diabéticos de aparicién temprana.

SNP/ Gen N Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL LDL VLDL Insulina HOMA-IR HOMAB Hb1AC PAS PAD AST ALT Ac. arico

(mg/dL) [(mg/dL} (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL} (mg/dL) {ullfmL) (%) {mm Hg) (mm Hg) (Ul/L) (UL/L) [(mg/dL}

rs1801282 GG fCG 14 16052185 189+47 183[118-209) 39.6+13.5 125.5+41 36213 8.4 [45-137) Z4[16-4.4) 47.5 (21-93) 8723 125(111-138) 76 (70-B7) 29.7+13.4 35.5+22.8 52+1.6
PPARy cc 61 193:9.2 154+47 166 [110-244) 448212 123+39 39124 8.6[41-152) 32(15-79) 22 [12-63) 9.6:2.7 1230[108-134) 75 (6B-B1) 23.5311.9 26.4+1256 4.8:1.9
p" 0.08 0.63 0619 0,023 0.657 0591 0627 G101 0232 0.259 0.068 0344 0.043 0.789 0.029
rs10811661 CCfCT g 143267 188+41 118[112-234) 43+9.7 118+46 38132 9[4.3-16) 1.8(1.1-48) G92[35-370) T3x44 133[119-140) BE(75-89) 215266 26,6479 4.8+2
CDKNZA/ZB T 56 193271.7 194+48 177 [119-231) 4413 124439 39421 8.4 [4.4-14.6) 3.2{1.6-7.5) 26 [14-59) 9.8+2.2 118 [108-125) 75 (68-82) 25129 28.3+161 48218
p" 0.047 844 0.593 0.719 0.564 a2l 0656 072 0.305 0.005 0.120 0,024 0.817 0.7% 0741
rs7903146 €C 49 189= 68 192+46 179 [119-234) 4321386 12137 40223 B.7(5.1-17) 41 (2-7.5) 39.2(17.6-84) G.5+3 122 [109-136) T5(68-B4) 25210.7 29+15 48218
TCF7L2 CT/TT 26 183282 196+49 158 [106-224) 45+9.6 127443 36220 B.1[4-124) 2.2{1.4-54) 23.4[12.5-54) 5.442 118 (108-132) 75 ([71-83) 242151 26+17 40:19
P 0505 725 0.262 0.8256 0.835 0265 0624 304 218 848 0,509 0.901 0144 0.103 0.952

Se reportan medias + SD y medianas (percentiles 25-75). p < 0.05 (negritas) bajo modelo dominante (a) o recesivo (b). Covariables: edad, género e IMC. SNP, Polimorfismo de un solo nucledtido; HDL, colesterol HDL; LDL, colesterol-
LDL; VLDL, colesterol VLDL; HOMA-IR, modele homeostitico de resistencia a la insulina; HOMA-B, modelo homeostitico del funcionamiento de la célula beta; HblAc, hemoglobina glicosilada; PAS, presidn arterial sistdlica; DBP,
presidn arterial diastdlica; AST, aspartato transaminasa; ALT, alanina aminotransferasa

Tabla 15. Efecto del alelo de riesgo en individuos diabéticos de aparicion tardia.

SNP/ Gen N Glucosa Colesterol Triglicéridos HDL LDL VLDL Insulina HOMA-IR HOMAB Hb1AC PAS PAD AST ALT Ac.dirico
64 (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (ull/mL) (%) (mm Hg) (mm Hg) (uiL) (UI/L) (mg/dL)
rs1801282 GG/ GC 14 147243 186£32 172 (126-226) 4318.9 121£28 33:11 B.1(7.0-13.3) 26 [16-47) 64 [41-81) 8224 135(122-141) 77 [70-82) 27x16.8 28.8+15.3 5.3:2.2
PPARY cc 50 18083 193438 196 [135-270) 24213 119434 39.7:20 6.0 [4.0-9.0) 27 [16-39) 22.3 (13-52) 89:28 128 (118-140) 79 [71-B4) 22299 25.7+13.7 5.2:16
p* 0.526 0.495 0.797 0412 0.631 0.692 0.131 0.813 0.004 0.521 0636 0628 0524 0.167 0454
rs10811661 co/CcT 12 20774 205+27 241(170-326) 442127 1282237 5162227 6.1[4.2-14.5) 3.1[16-10.6) 223 [16.7-26) 53232 129 (121-147) B1[73-87) 23.525.1 26.4+13 5s1.4
CDKNZA/ZB TT 52 16576 18938 169 (126-249) 442122 1182343 4052243 7.2 [4.7-B.7) 26 [16-43) 32 [13.0-69.0) 86226 126 (118-140) 78 [70-82) 2342123 6144 5.2:19
p* 0.049 0.070 0.026 0.582 0.138 0.056 0.830 0.417 0.305 1.00 0.748 0224 0.206 0.615 0.525
rs7T903146 cC 43 1679281 192+41 169 [129-265) 4552127 1188367 4152256 7.4 [5.6-8.9) 25 [17-39) 51.5 [15.2-66) 86228 128 (120-140) 78 [70-B2) 232115 25.5+12.4 53219
TCF7LZ CT/TT 21 1842755 153+29 202 [135-256) 4092105 1222228 442217 6[4.0-9.8) 3[16-58) 22(12.3-285) 87227 129 (118-140) 78 [72-86) 2462124 28117 50:15
P 0.338 0.525 0.361 0.404 0444 0562 0.826 0.584 0.218 0.878 0.742 0.334 0.244 0.838 0.625

Se reportan medias # 3D y medianas (percentiles 25-75). p < 0.05 (negritas) bajo modelo dominante (a) o recesivo (k). Covariables: edad, género, IMC. SNP, Polimorfismo de un solo nucledtido; HDL, colesterol HDL; LDL, colesterol-
LDL; VLDL, colesterol VLDL; HOMA-IR, modelo homeostitico de resistencia a la insulina; HOMA-B, modelo homeostitico del funcionamiento de la célula beta; HblAc, hemoglobina glicosilada; PAS, presidn arterial sistdlica; DBP,
presidn arterial diastdlica; AST, aspartato transaminasa; ALT, alanina aminotransferasa




7. DISCUSION DE RESULTADOS.

La prevalencia y heredabilidad de enfermedades como la diabetes son distintas en los
diversos grupos étnicos del mundo debido a la heterogeneidad alélica entre ellos (156).
La poblacién mexicana tiene una alta prevalencia de DT2 y una estructura genética
particular (157), por lo que estudios especificos son necesarios para identificar el

fondo genético de la diabetes en esta poblacidn.

Se han realizado esfuerzos al respecto estudiando en su mayoria a la poblacién de la
Ciudad de México. Los reportes existentes aun son pocos y en algunos casos los
resultados son controversiales (Tabla 5), mas adn, los estudios en poblaciones
vulnerables del pais como Chimalhuacan son escasos. En este contexto, en el presente
trabajo se exploraron 10 loci de riesgo asociados a padecer DT2 en una muestra de
habitantes del municipio de Chimalhuacan, Estado de México a través de un estudio de
casos y controles que permitié identificar variantes asociadas a la enfermedad y

relacionarlas con fenotipos de riesgo para padecerla.

Los estudios de asociacion han adoptado frecuentemente un disefio de caso-control
para evaluar si los polimorfismos analizados afectan el riesgo o a la enfermedad
directamente (158). Por lo general debido a que estos estudios son transversales, no es
posible asegurar que los individuos del grupo control no padeceran la enfermedad
eventualmente, asi en la presente investigacion, este grupo estuvo conformado por
sujetos no diabéticos de la tercera edad ya que en ellos la probabilidad de que

desarrollen DT2 es menor.

En un estudio de asociacién es importante controlar las covariables que puedan tener
un efecto confusor entre el marcador genético y la afeccién para evitar asociaciones
espurias (159). Es por esto que se incluyeron covariables en los diversos analisis
realizados en el presente estudio. Para la correlaciéon genotipo-fenotipo de los sujetos
control se corrigié por edad, sexo, hipertension y obesidad debido al envejecimiento
celular propio de la edad (Tabla 11); para los casos las covariables utilizadas fueron

edad, sexo e IMC (Tabla 12). Respecto al andlisis de asociacién de las variantes con DT2



se corrigié por sexo e IMC (1). Diversos estudios en poblacién mestiza mexicana
consideran la ancestria como una covariable; sin embargo el analisis en la muestra de
diabéticos evaluados arrojé un alto porcentaje amerindio (83.7%) en comparacién con
lo reportado en dichos estudios (101, 102, 160), por tanto ninguna correccién fue

incluida para este parametro.

La composicidn del cuerpo cambia con la edad (161), las personas tienden a ganar peso
y a redistribuir la grasa corporal ubicdndola al centro del cuerpo e incrementando la
circunferencia de cintura, lo cual a su vez se refleja en un incremento de la grasa
visceral (162). La masa grasa alcanza sus maximos niveles a los 60-70 afos de edad
(163) e inclusive existen asociaciones que sugieren que un IMC < 27 debiera ser
considerado como peso normal para el anciano (164). Sin embargo la OMS mantiene
los puntos de corte iguales para cualquier etapa de la vida sin importar la edad (165)
considerando entonces los criterios de la OMS, las mujeres del grupo control,
presentaron valores de IMC, cintura e ICC por arriba de los de referencia, mientras que

en los hombres tnicamente el IMC estuvo fuera de rango.

Entre las principales alteraciones de las vias metabdlicas involucradas en el
envejecimiento se incluyen mayor lipogénesis y gluconeogénesis hepatica, defectuosa
sintesis de glucogeno y consumo de glucosa en el musculo esquelético, incremento en
las citocinas proinflamatorias las cuales interfieren con la accién de la insulina (166) y
resistencia a la insulina propiciada por el aumento de triglicéridos en higado y musculo
(167). A pesar de lo anterior, la mediana de los triglicéridos de estos individuos se
encontré justo en el limite recomendado y el IM solo 0.4 unidades por encima del valor
sugerido. Los valores de Hb1Ac, HOMA- y HOMA-IR estuvieron muy por debajo de los
puntos de corte definidos para el diagnéstico de diabetes (1). Por tanto los datos
sugieren que la probabilidad de que los sujetos control desarrollen DT2 en un corto

tiempo es baja a pesar del descontrol metabélico propio de la edad.

De acuerdo con las sugerencias de la ADA para un buen control de la DT2 (168) y de la

NOM-015-SSA2-2010 para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus
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(Anexo XII) (169), la poblacién diabética presenté un estado no controlado de la
enfermedad (Tabla 7). Cabe mencionar que dicho descontrol fue distinto en hombres y
mujeres respecto a las medidas antropométricas. Las mujeres tuvieron valores de IMC,
circunferencia de cintura e ICC por encima de los de referencia y los hombres
solamente IMC y cintura. En comparacién con un estudio de caracterizaciéon de
pacientes mexicanos con DT2 (170) los hombres del presente trabajo tuvieron
menores valores de cintura (98 cm vs 105 cm), mientras que para las mujeres la
tendencia a mayor obesidad central coincide en ambos estudios (170). Respecto a los
parametros bioquimicos, la glucosa y Hb1Ac se encontraron por arriba de los valores
recomendados y el mismo comportamiento se observd para el colesterol LDL y los
triglicéridos. Una aparicion temprana de la enfermedad puede estar asociada a factores
genéticos de riesgo (55, 133) la cual tiene un mayor impacto sobre la calidad de vida de
los pacientes. Asi, se estratificé por edad de aparicién de la diabetes observando que en
los diabéticos tempranos hay una evoluciéon de la enfermedad de 12 afios y en los
tardios de 6. Ambos subgrupos mantienen el descontrol de la enfermedad en los
mismos parametros que la poblacion diabética total; a pesar de que se observa un
aparente valor de glucosa y Hb1Ac mayor en los individuos de apariciéon temprana esta

diferencia no es estadisticamente significativa (Tabla 7).

Importantes resultados de este trabajo fueron las asociaciones con DT2 obtenidas de
las variantes en PPARy (rs1801282) para la poblacion diabética total cuyo poder
estadistico se calculé en 47.4%, en CDKN2A/B (rs10811661) para poblacion diabética
de aparicion temprana con poder estadistico de 54.6% y en TCF7L2 (rs7903146) para
la poblacién diabética total con poder estadistico de 83% y para la de aparicién
temprana con poder estadistico de 72.6% (Tabla 13). Asi mismo se obtuvieron
asociaciones nominales de la variante de PPARYy (rs1801282) en poblacién diabética
temprana y de TCF7L2 (rs7903146) en poblaciéon diabética de aparicion tardia (Tabla
13). Esto implica un factor genético de riesgo importante debido a que la aparicién
temprana de la enfermedad conlleva una mayor exposicion a los factores relacionados

con complicaciones de la diabetes (171). Por otra parte es importante mencionar que
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las variantes en PPARy y TCF7L2 se encontraron en menor frecuencia en la poblacién
control vs las poblaciones de 1000 genomas (excepto de la asiatica para TCF7L2)

(Tabla 10).

El polimorfismo rs1801282 de PPARy presenta un comportamiento peculiar debido a
que el alelo ancestral (C) (Tabla 10) es el que se ha reportado como de riesgo en
diversas poblaciones (39, 82, 85). La asociaciéon de esta variante en la poblacién
diabética total representa la primera reportada en poblacién mestiza mexicana a pesar
de que existen estudios previos en indigenas mexicanos (102), en mestizos diabéticos
tempranos (101), tardios (101) y estudios de mestizos evaluando el alelo alterno como

de proteccién (160) (Tabla 5).

PPARYy participa en el proceso de adipogénesis (172) e inclusive en la supervivencia del
adipocito maduro (173). La presencia de altos niveles de tejido adiposo pueden
reflejarse en elevados valores de IMC y circunferencia de cintura los cuales constituyen
factores de riesgo para el desarrollo de DT2 ya que originan resistencia a la insulina
(174). Es por esto que se han realizado estudios para evaluar la asociacion del alelo de
riesgo (C) con el IMC, sin embargo se han encontrado resultados controversiales. En un
meta-analisis de 2015, el alelo C de rs1801282 fue asociado con menor IMC en
poblacién de distintas etnicidades (175), sin embargo también CC se ha asociado con
un mayor riesgo a padecer sobrepeso y obesidad en pacientes asiaticos con DT2 no
controlada (176, 177). Ya que tanto casos como controles presentaron sobrepeso y
adiposidad central, se evalu6 la asociacion de CC con el exceso de peso de la poblacion

de estudio sin encontrarla (OR = 0.83 (0.3-2.3), p=0.73).

El andlisis de correlaciéon genotipo-fenotipo del rs1801282 en el total de individuos
diabéticos tuvo un HOMA-B significativamente menor en los portadores de CC
(p=0.002) asi como una tendencia a mayores concentraciones de glucosa (p=0.071)
(Tabla 12). Este comportamiento respecto al HOMA-3 se mantiene también en los

diabéticos tardios (p=0.004) (Tabla 15). Lo anterior sugiere que la asociaciéon de CC
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con DT2 estd orquestada por una disfuncion de la célula B relacionada con un
descontrol del metabolismo de lipidos, dado el importante papel que PPARY tiene con
éstos (172). De hecho los valores de triglicéridos y LDL de los diabéticos se
encontraron por encima de los valores sugeridos para un buen control de la
enfermedad, mientras que para los controles dichos valores se encontraron dentro de
lo establecido para un sujeto sano. Ya que la variante se encuentra especificamente en
la isoforma PPAR-y2 la cual estd intimamente involucrada en la regulacion de los
niveles de glucosa, en la adipogénesis, en la sensibilidad a insulina y en la homeostasis
de lipidos (178), la asociacion del alelo C con DT2 y las correlaciones genotipo-fenotipo
de HOMA-B y glucosa en diabéticos, proponen que la variante genera una alteracién en
la transcripcion de los genes blanco de PPARY. El papel de este SNP se ha investigado
en individuos con DT2 descontrolada sin embargo los resultados ain no son claros

(179).

A pesar de que el principal efecto reportado en la homeostasis de glucosa del alelo C ha
sido la resistencia a la insulina (180), no se encontré ninguna correlacion entre los
portadores de CC con un elevado valor de HOMA-IR en diabéticos totales, tempranos,
tardios ni controles, sin embargo es cierto que el proceso es mas complejo que soélo la

presencia de un SNP.

El SNP rs7903146 de TCF7L2 (Tabla 13), ha sido la variante mas ampliamente
replicada en todo el mundo respecto a la susceptibilidad a la DT2 (181) y en este
trabajo sorprendentemente también fue la variante con una mayor asociacién
estadisticamente significativa (p=0.012) (Tabla 13). Cabe mencionar que la asociacion
con diabéticos tempranos en mestizos mexicanos también es reportada por Gamboa-
Meléndez y cols. (101) luego de estratificar por edad de aparicion de la enfermedad.
Con base en lo anterior, los datos brindan confiabilidad a los resultados obtenidos
como informacion preliminar que genera expectativas para explorar con un mayor
poder estadistico los efectos de la variante en los rasgos fenotipicos de riesgo para la

enfermedad.
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Entre los diversos estudios del efecto de rs7903146 sobre el metabolismo esta la
disminucién del indice insulinogénico sin aumento de la RI (182) y la alteracion del
desarrollo de la célula B y su homeostasis (183). Llama la atencién que a pesar de ser la
variante con mayor asociacion con DT2, en este trabajo no se observé correlacion entre
portar el alelo de riesgo con algin rasgo fenotipico que cominmente se evaliia en este
tipo de estudios (Tablas 11, 12, 14 y 15) aun cuando es una variante comun de
susceptibilidad a la DT2 en todo el mundo (43, 122, 141, 181, 182) y que plantea la
posibilidad de que existen otros biomarcadores que estén relacionados en el

metabolismo del gen pero que atin no son evaluados rutinariamente.

El segundo SNP que se encontr6 asociado a DT2 fue la variante rs10811661
(CDKN2A/B) con un OR de 1.95 (1-04-3.6: p=0.037). En poblacién maya Lara-Riegos y
cols. también la reportaron asociada (102) con un OR de 2.015 (1.010-4.022: p=0.047)
en indigenas mayas, al igual que Gamboa-Meléndez y cols. (101) la refieren en
mestizos-mexicanos con un OR de 1.47 (1.14-1.89; p=0.003). Pese a que la frecuencia
alélica de dicha variante no muestra diferencia significativa con la poblaciéon europea
(Tabla 10), este polimorfismo pudiera ser parte del conjunto de SNPs que en poblacién
indigena confiera susceptibilidad a padecer diabetes ya que Gamboa-Meléndez la
encuentra luego de hacer correccién por ancestria y tanto mayas como la poblacién de
Chimalhuacan presentaron un alto componente amerindio. Esta es la Unica variante
que so6lo tuvo asociacion con poblacién diabética de aparicién temprana lo que implica
un factor de riesgo genético que seria importante estudiar con mayor poder

estadistico.

La expresion de CDKN2B ha sido altamente reportada en tejido adiposo (184) y una de
las asociaciones que Gamboa-Meléndez (101) obtuvo del SNP con DT2 fue en presencia
de obesidad. Debido a que todos los subgrupos de la poblaciéon de estudio tuvieron
elevados valores de IMC, ICC y cintura, no es posible determinar si la asociacion
obtenida con diabéticos tempranos se deba a una condicién de obesidad a pesar de la
correccion por IMC que se realizé en dicho andlisis, ya que para observar el efecto con

claridad se requeriria hacer una subestratificacion de la poblacién diabética en obesa y
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no obesa y evaluar en cada subgrupo dicha asociacién. Por otra parte, al analizar la
correlacidn genotipo-fenotipo, en los diabéticos de aparicion temprana se encontro una
tendencia de presentar mayores valores de resistencia a la insulina para los portadores
del alelo de riesgo (p=0.072). Se puede especular que esta sea la causa de las
diferencias estadisticamente significativas que la glucosa (p=0.047) y la Hb1lAc
(p=0.005) presentaron en los portadores del alelo de riesgo, ademas de explicar la

asociacion con DT2 en este subgrupo de la poblacion.

A pesar de que el rs18011661 ha mostrado en diversas réplicas correlacién con una
menor secreciéon de insulina y funciéon de la célula B (185-187), esto no se pudo
observar en la poblacién de estudio corroborando que la asociacién encontrada

obedece mas a un proceso de resistencia a la insulina.

El polimorfismo rs5219 de KCNJ11 provoca un ligero aumento de la actividad del canal

K 1p (para el que codifica la subunidad menor) lo que a su vez genera hiposecrecion de

insulina (188). Aproximadamente 50% de la poblacién mundial porta al menos un
alelo de riesgo (T) del SNP lo que genera un ligero factor de riesgo (OR~1.2) (189,
190). En este trabajo, a pesar de no haber encontrado asociacion de los portadores del
alelo de riesgo con DT2, es importante mencionar que en el grupo control los
portadores de CT/TT presentaron una mayor concentraciéon de glucosa (p=0.041)
(Tabla 11) y es probable que la falta de asociacion con la enfermedad se haya debido al
bajo efecto que aporta la variante haciendo necesario un mayor poder estadistico para

observar su efecto.

Se ha descrito que el rs1800961 de HNF4a afecta el dominio de unién al ADN
resultando en una reduccién de su funcién como factor transcripcional sobre sus genes
blanco (55). HNF4a en pancreas dirige la expresion y secrecion de insulina, asi como
también actia sobre genes relacionados con GLUTZ2 (Boj SF, 2001) (54). A pesar de no
haber observado en sujetos diabéticos ni controles ninguna relacion entre portar el
alelo de riesgo (CT/TT) con menores niveles de insulina (Tablas 11 y 12), si se observo
que los diabéticos tuvieron mayores valores de Hb1lAc (p=0.04). Esto refleja un

descontrol crénico del metabolismo de la glucosa que pudiera deberse a una falla en la
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secrecion de la hormona (Tabla 12).

Por otra parte HNF4a actiia sobre mas de 40 genes blanco entre los que se encuentran
los de regulacion de apolipoproteinas y el metabolismo de acidos grasos (55, 191). El
grupo de controles portadores de la variante de riesgo presentd correlacion con
mayores valores de triglicéridos y VLDL lo cual sugiere que el rs1800961 podria estar
involucrado en dicha regulacion. Pese a que el SNP ha sido asociado con DT2 de

aparicién temprana (55, 60) en este trabajo no se pudo observar (Tabla 13).

El alelo C de rs13266634 en SLC30A8 se encuentra en alta frecuencia en poblaciones
de todo el mundo, por ejemplo se ha reportado en 66% de poblacion europea en la cual
ha sido fuertemente asociada a DT2 (p=1.3x10-21)(84). En el presente trabajo, a pesar
de que la frecuencia alélica del alelo de riesgo fue de 77% no se observo ninguna
asociacion con la enfermedad. El factor de riesgo que confiere para padecer DT2 es
modesto con OR que varian de 1.11-1.16 en diversas etnicidades (110) lo que sugiere

ser la razén de no haber obtenido dicha asociacién.

El rs13266634 se ha asociado a una menor produccién de insulina en diversas
poblaciones (101, 192, 193). Los individuos del grupo control portadores del genotipo
CC tuvieron menores valores de HOMA-B (p=7.6x10-%) siendo ésta la correlacién mas
fuerte de todos los andlisis genotipo-fenotipo (Tablas 11 y 12). Adicionalmente, se
observaron valores menores de insulina en dichos sujetos con una importante
diferencia significativa (p=0.003) lo cual era de esperarse debido a lo mencionado
respecto a HOMA-B (Tabla 11). A pesar de lo anterior, las medianas de ambos
parametros (insulina y HOMA-B) se encontraron dentro de los valores de referencia.
Estas correlaciones resultan particularmente importantes debido a que estan
presentes en individuos que no padecen la enfermedad, sugiriendo que, a pesar de no
haber encontrado los mismos resultados en diabéticos, el rs13266634 si sea una
variante de riesgo asociada a diabetes en esta poblacion cuyo efecto pudiera

observarse al aumentar el nimero de participantes en el estudio.
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El alelo de riesgo (T) de rs9282541 en ABCA1 ha sido asociado con menor
concentracion de colesterol HDL en poblaciéon mexicana (133) lo cual fue observado
también en los sujetos diabéticos portadores de CT/TT (p=0.027) (Tabla 12) en este
estudio. La disminucién de HDL también se ha reportado en individuos con DT2 de
aparicién temprana por lo cual se analiz6 este parametro en la poblacién diabética
estratificada por edad de aparicién, encontrando una correlacién significativa en los
diabéticos tempranos (p=0.046) y s6lo una tendencia en los tardios (p=0.068) (datos
no mostrados). El resultado es particularmente importante para los diabéticos
tempranos ya que esto indica una mayor predisposicion al desarrollo de afecciones
cardiovasculares, lo cual disminuye su calidad de vida a edades mas tempranas como

se menciond anteriormente.

La proteina ABCA1 funciona como un transportador de lipidos en la membrana
plasmatica de las células. En modelos murinos se ha demostrado que un exceso de
colesterol en la célula B impide la correcta secrecion de insulina a causa de
lipotoxicidad en los islotes pancreaticos (54). A partir de lo anterior se puede especular
que el SNP en ABCA1l pudiera estar involucrado en dicha lipotoxicidad por una
afectacion en el transporte de lipidos de la célula. Los elevados valores de Hb1Ac
encontrados en la poblacion diabética portadora del alelo de riesgo CT/TT, sugieren
que una menor secrecién crénica de insulina puede estar siendo ocasionada por dicho
mecanismo. Los bajos niveles de HDL que se mencionaron anteriormente en estos
individuos apoya dicha premisa (Tabla 12) debido a que bajas concentraciones de este
tipo de colesterol ocasionara la acumulacién de lipidos en la células y en consecuencia
una toxicidad. Cabe mencionar que la funcionalidad de la variante rs9282541 no ha
sido descrita hasta el momento. En el presente trabajo no se encontré asociacion del
alelo T en el grupo de diabéticos tempranos a pesar de que si ha sido reportada en
mestizos mexicanos (133), se sugiere un estudio con mayor poder estadistico para

tener mas claridad al respecto.

Finalmente los individuos portadores del alelo C en rs13342692 (SLC16A11) en el
grupo de diabéticos tuvieron mayores valores de HOMA-IR (p=0.021) (Tabla 12). Esta
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variante es una de las 5 mutaciones en desequilibrio de ligamiento que han sido
asociadas con un incremento del 20% en el riesgo a padecer DT2 dentro de SLC16A11
(141) A pesar de que el analisis de los rasgos fenotipicos de riesgo relacionados con el
padecimiento alin ofrece poca visién sobre en el papel fisioldgico de esta proteina in
vivo, la resistencia a insulina encontrada pudiera explicarse a través de la relaciéon que
tiene el SNP con el metabolismo de triglicéridos, mismo que se ha identificado como de
susceptibilidad a DT2 en poblacion latina (141). De hecho, uno de los parametros
lipidicos descontrolados en sujetos diabéticos fueron los niveles de triglicéridos, sin
embargo no se pudo observar ninguna correlacion genotipo-fenotipo en los portadores

de la variante de riesgo en controles ni casos.

El presente estudio brinda importantes revelaciones de los riesgos genéticos en una
poblacién vulnerable mestiza mexicana. Seria interesante evaluar el efecto combinado
de los loci estudiados, a través del calculo de un puntaje de riesgo genético lo cual daria
mayor informacién sobre la carga genética de susceptibilidad a DT2 en esta poblacidn.
Por otra parte debido a la naturaleza multifactorial de la enfermedad, otros rasgos
presentes en la poblacién de estudio no pueden ser descartados. Uno de ellos es la
situacion de bajos ingresos que entre otras cosas implica la mala nutricién de los
individuos, afectando principalmente a nifios y mujeres embarazadas. En éstas,
provocara un deficiente desarrollo fetal del bebé, mismo que al nacer tampoco recibira
una alimentacion adecuada haciéndolo propenso a enfermedades metabdlicas. Otro
riesgo que no puede ser descartado es la contaminaciéon del ambiente que rodea a la
poblacién de Chimalhuacan por su cercania al Bordo de Xochiaca donde existe un

basurero.

Asi en una situacién de vulnerabilidad, portar alelos de riesgo como los antes
mencionados pudiera actuar sinérgicamente con el entorno, potencializando la

susceptibilidad a la enfermedad en dichos individuos.
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8. CONCLUSIONES.

Los SNP’s rs1801282 (PPARy modelo recesivo), rs1903146 (TCF7L2 modelo
dominante) y rs10811661 (CDKNZA/B modelo recesivo) se asociaron con DT2

en la poblaciéon de Chimalhuacan.

La asociacion con rs1801282 (PPARy modelo recesivo) es la primera reportada

en poblacién mexicana.

Las variantes estudiadas en HNF4a, PPARy, KCNj11, SLC30A8, ABCAl vy

SLC16A11 correlacionan con factores de riesgo para presentar DT2.

Las frecuencias alélicas encontradas en la poblacién de estudio difieren en dos
variantes respecto de la maya y en diversas variantes respecto de las
poblaciones reportadas en 1000 genomas, lo que sugiere que la composiciéon

genética de riesgo a la enfermedad de esta poblacidn es particular.

El analisis de ancestria muestra un elevado componente indigena en la muestra

analizada de la poblacion de estudio.

Los individuos diabéticos en general presentan un descontrol de la enfermedad.
Esto generara complicaciones de la misma en un menor tiempo y a su vez un
mayor gasto para el sector salud del municipio, ya que ademas son mas jovenes

respecto a cifras nacionales.

En el presente estudio se encontraron hallazgos de relevancia epidemiolégica
relacionados con una mayor susceptibilidad a padecer DT2 lo que sugiere la
importancia de continuar con un estudio de mayor poder estadistico en la

poblacién de Chimalhuacan.
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