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Nos esse quasi nanos, gigantium
humeris incidentes, ut possimus
plura eis et remotiora videre, non
utique proprii visus acumine, aut
eminentia corporis, sed quia in
altum subvenimur et extollimur

magnitudine gigantea.

Bernardus Carnotensis

Somos como enanos a los
hombros de gigantes. Podemos
ver mas, y mas lejos que ellos, no
porque la agudeza de nuestra
vista ni por la altura de nuestro
cuerpo, sino porque somos

levantados por su gran altura.

Bernardo de Chartres
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1. Introduccién

En la Ultima década, la prevalencia de diabetes ha aumentado con mayor velocidad
en paises de ingresos bajos y medios con respecto a los de ingresos altos. En este
sentido, México ocupa el sexto lugar en prevalencia de pacientes con diabetes,*
situacion que llama a fortalecer las estrategias y dirigir la investigacion para

comprender la fisiopatologia de la enfermedad.? 2

La diabetes es una enfermedad metabdlica, cronico degenerativa, multifactorial
y poligénica, con grados variables de predisposicion hereditaria y con participacién

de diversos factores ambientales 3 4

Los estrogenos son hormonas esteroideas, derivadas del colesterol, de
naturaleza no polar con capacidad de difundir al interior de las células.®> Estas
hormonas interactian con los receptores de estrogenos (RE), los cuales pertenecen
a la familia de receptores nucleares, son factores de transcripcién que regulan la
expresion génica. Existen al menos 3 tipos de RE, receptor de estrégenos a (RE a),
receptor de estrogenos B (RE B) y un receptor de estrégenos acoplado a proteina
G -1 conocido como GPR30.% 7 Los RE participan en el control del metabolismo

energético y de la glucosa, tanto en condiciones de salud como de enfermedad.®

En las células B pancreaticas, los receptores de estrogenos se expresan y
modulan el equilibrio entre la secrecion de insulina y la concentracion de glucosa en
sangre, mediante el aumento de la sintesis de insulina y la proliferacion de células
B en el pancreas.® Asimismo, cuando se activa RE B estimula al canal de K sensible

a ATP de forma sinérgica por un mecanismo que se desconoce hasta el momento.®
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Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, acrénimo en inglés de Single
Nucleotide Polymorphism) son las variaciones genéticas mas comunes encontradas
en el genoma humano.’® Algunos de ellos desempefian un papel bioldgico
importante en la fisiopatologia de enfermedades complejas como la diabetes tipo 2
(DT2). El impacto de los SNPs puede darse a nivel del gen, del ARNm e incluso a
la misma proteina.'! La presencia de polimorfismos en los genes que codifican a los
RE a, RE B y otros componentes del sistema de RE se han asociado con un mayor
riesgo a obesidad, DT2, asi como al aumento de la densidad mineral 6sea y

mamaria.l?

En 2015, diversos SNPs encontrados en el gen RE a se asociaron con el
aumento de la glucemia y con el riesgo a padecer DT2.13 Este reporte nos permitié
formular la siguiente pregunta de investigacion ¢los polimorfismos presentes en el
gen RE B afectaran la homeostasis de la glucosa y en consecuencia modificar el
riesgo a desarrollar DT2? El propdésito del presente trabajo fue determinar si el
polimorfismo rs1256031 presente en el gen que codifica para el RE B est4 asociado

con el riesgo al desarrollo de DT2.
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2. Marco tebérico

2.1. Diabetes

La diabetes es una enfermedad metabdlica, cronico degenerativa, multifactorial y
poligénica, con grados variables de predisposicion hereditaria y con participacion de
diversos factores ambientales.3'4 Estd enfermedad se caracteriza por una
hiperglucemia cronica debida a la deficiencia en la produccién o accién de la insulina
que afecta al metabolismo de carbohidratos, proteinas y grasas.* La diabetes puede

clasificarse en cuatro categorias generales:

e Diabetes tipo 1: debido a la destruccion autoinmune de las células beta del
pancreas, por lo que conduce a la absoluta deficiencia de insulina.

e Diabetes tipo 2: debido a un déficit progresivo de la secrecion de insulina,
asi como resistencia a la hormona.

e Diabetes gestacional: se caracteriza por la hiperglucemia que se presenta
en el segundo o tercer trimestre de embarazo y se desconoce la etiologia
especifica de esta enfermedad.

e Tipos especificos de diabetes debido a otras causas:

o Sindromes monogénicos de diabetes: diabetes neonatal y la diabetes
de inicio de la madurez de los jovenes (MODY).

o Enfermedad del pancreas exocrino: fibrosis quistica.

o Inducidas por farmacos: como el uso de glucocorticoides en el

tratamiento del VIH/SIDA o después de un trasplante de 6rganos.!> 16
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2.2. Epidemiologia de la diabetes tipo 2

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la epidemia de la
diabetes es una amenaza mundial. En el mundo, 415 millones de adultos entre 20
a 79 afos padecen diabetes, de los cuales estan sin diagnosticar 193 millones,

figura 2.23:17

En 2015 se registraron 5 millones de muertes debidas a la diabetes,'’'® de
las cuales alrededor de 80% ocurrieron en paises de ingresos bajos o medios que
en su mayoria se encuentran menos preparados para enfrentar esta epidemia.®®)
Ademas, es una carga econdmica para cada pais en el mundo. Solamente, en el
2015 cost6é entre 673 millones y 1197 millones de ddlares estadounidenses de
gastos en atencién sanitaria 1’ Si no se detiene este aumento, para 2040 habra 642

millones de personas viviendo con la enfermedad (Figura 2).1718

De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, China, India,
Estados Unidos, Brasil, Rusia y México son, en ese orden los paises con mayor

nimero de personas diagnosticadas con diabetes (Figura 1).2°

1 China 109,6 millones
2 India 69,2 millones
3 |Estados Unidos de Ameérica 29,3 millones
4 Brasil 14,3 millones
5 | Federacion Rusa 12,1 millones
6 Mexico 11,5 millones
7 [Indonesia 10,0 millones
8 Egipto 7.8 millones
9 Japon 7,2 millones
10 [ Bangladesh 7.1 millones

0 20 40 40 [ 100 120
Figura 1. Los 10 primeros paises segun el numero de adultos con diabetes. Imagen obtenida de:
Atlas de la diabetes de la FID, 72 ed. 2015. Disponible en: http://www.diabetesatlas.org/ 7

13



Norte América
y el Caribe

44,3 millones *J L i
60,5 millones~ = % = 5 ¥
22 Europa

59,8 millones /

0711 mlllones A

O ente Medio y

1 Norte de u.fm \, "
72.1 millc JTM
" Dl

Africa ‘

14,2 millones
2040 34,2 millones

Mundo

415 millones
642 millones

Figura 2. Namero estimado de personas con diabetes en el mundo y por regién en 2015y 2040 con
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En México, las complicaciones de la diabetes representan la segunda causa
de muerte en mujeres y la segunda en hombres con una edad promedio de 66.7
afios,* este dato sugiere que los pacientes con DT2 tienen una reduccién de 10 afios
en la esperanza de vida.! Los datos de la Ultima Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) evidencia el aumento del 62.1% de la prevalencia de esta
enfermedad desde el afio 2000.2% 2?2 En nuestro pais la prevalencia de diabetes en

la poblacién es del 9.4% segun cifras del afio 2016 (Figura 3).%2
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Prevalencia de diagndstico médico previo de diabetes por sexo.
desde 2000 hasta 2016

58.6
24.1 10.3

12
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Prevalencia

2000 2006 2012 2016

B Hombres M Mujeres M Total

Intervalo de confianza al 95%
Fuente: Datos obtenidos de Encuestas Nacionales (ENSA 2000, ENSANUT 2006, ENSANUT 2012 y ENSANUT MC 2016)

Figura 3. Tendencia en la prevalencia de diabetes por grupos de sexo. Fuente: Datos de la Encuestas
Nacionales (ENSA 2000, ENSANUT 2006, ENSANUT 2012 y ENSANUT MC 2016)

Hombres 15.8 (DMP- 7, HE: 8.82) Mujeres 13.2 (DMP: 7.6, HE: 5.6)

357

30

257
v 70
15+
10 +

Porcentaj
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20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80+ 20-29 30-39 4049 5059 6069 70:79 80
@ Dx previo B Hallazgo m Dx previo m Hallazgo
1 —

Figura 4. Prevalencia de diabetes tipo 2 segln el grupo de edad, tipo de diagndstico y género. Fuente:
Datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2012 (ENSANUT 2012)
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La incidencia de la diabetes incrementa con la edad.?® En la poblacién
masculina de 50 a 59 afios presento la més alta. En cambio, en las mujeres la mayor

prevalencia se presentd a una edad de 60 a 69 afios (figura 4).24

2.3. Los estrégenos y sus funciones

Los estrégenos son hormonas esteroideas, derivadas del colesterol, de naturaleza
no polar con capacidad de difundir al interior de las células.® Existen 3 tipos de
estrogenos: el estriol (E3), el estradiol (E2) y la estrona (E1).2°> Un cuarto estrégeno

de reciente descubrimiento es el estetrol (E4).26

En mujeres en edad reproductiva y con ciclos menstruales regulares, los
ovarios son el sitio principal de la sintesis de estrégenos, predominando el E2 y
funciona como una hormona circulante que actta en los tejidos diana distantes.?’
se presenta en la figura 5A. Sin embargo, en mujeres postmenopausicas y en
hombres la sintesis se realiza en sitios extragonadales tales como mama, cerebro,

hueso y tejido adiposo,?’-?° como se aprecia en la figura 5B.

Las hormonas E1 y E2 se sintetizan mediante la aromatizacion de la
androstenediona y de la testosterona respectivamente (Figura 6). El E3 se sintetiza
a partir de la E1 a través de un intermediario de 16a-Hidroxiestrona. ElI E4 es
sintetizado en el higado fetal, pero su funcion actualmente es desconocida. Aunque
en algunos tejidos los estrogenos se pueden sintetizar bajo demanda, los

estrogenos se pueden almacenar en forma de sulfato de estrona.?®

16



Los estrogenos regulan diferentes procesos fisioldgicos como el crecimiento
celular, mantenimiento de las caracteristicas sexuales secundarias de las mujeres,

durante el embarazo, en el ciclo menstrual ovulatorio y en procesos metabdlicos.°

A

Tejido Adiposo Blanco
Mujeres Premenopausicas

Vaso Sanguineo

Figura 5. Origen de los estrégenos circulantes y tisulares. A, en las mujeres
premenopausicas sanas, el estradiol (E2) es producido por los ovarios y funciona como una
hormona circulante que actta sobre los tejidos diana distantes. Representado aqui por el
tejido adiposo blanco. B, en mujeres postmenopausicas y en hombres, el E2 no funciona
como una hormona circulante; mas bien se sintetiza en sitios extragonadales a partir de
precursores androgénicos circulantes tales como testosterona (T) androstenediona (4A) o
dehidroepiandrosterona (DHEA). La accion estrogénica celular depende de: 1) la
sefializacion y la sensibilidad del RE; 2) La actividad de las enzimas como la aromatasa
implicadas en la biosintesis de E2; y 3) la inactivacion en sulfato de E2 (E2-S) por la
sulfotransferasa de estrogeno. Imagen modificada de The Role of Estrogens in Control of
Energy Balance and Glucose Homeostasis.?’

17



HO )
Testosterona Estradiol (E2)

17(=-HSD2 17[=-HSD3 17p-HSD2 | [17p-HSD1

0
p— )
Aromatasa : c

HO Estrona (E1)

o
Androstenediona
Estrageno sulfotransferasa,~ sulfatasa Citocromo Pasa
esteroidal
8]

O

16a-Hidroxiestrona

Citocromo Pasp

4 B
Estetrol (E4) Etinilestradiol El sistema de marcado del anillo
esteroide y de la numeracion de

los atomos

Figura 6. Vias del metabolismo de los estrogenos. No se muestran todas las vias. Se muestran
las estructuras de estetrol y etinilestradiol, al igual que el sistema de numeracién de los anillos
esteroides y el sistema de numeracion de los atomos de carbono en el anillo. Imagen modificada de:
The structural biology of oestrogen metabolism.2®

Al igual que otras hormonas esteroideas, actlan por medio de la regulacion
genética. Después de difundir de modo pasivo a través de la membrana celular se
unen a los receptores de estrégenos (RE) que pertenecen a la superfamilia de

receptores nucleares con actividad de factores de transcripcién.’? Hasta el

18



momento se han reportado al menos 3 RE, dos factores de transcripcion activados
por ligando, RE a y RE B con una homologia del 95% de aminoacidos, y un receptor
de estrégenos acoplado a proteina G -1 (GPER1) conocido como GPR30, este
ultimo actua de manera independiente de los RE a 'y B.6 Otro receptor de estrogenos
que no esta totalmente descrito es el RE X, del cual s6lo se conoce su existencia

en el cerebro.3!

Ademas de los efectos del E2 en las células y fisiologia en condiciones de
salud, los estrégenos también juegan un papel importante en varios procesos
patolégicos incluyendo cancer, enfermedades metabdlicas, cardiovasculares vy

neurodegenerativas, inflamacion y osteoporosis principalmente.?®

2.4. Los estrégenos y la homeostasis de la glucosa

Los estrogenos se han relacionado con el balance energético y el metabolismo de
la glucosa.®? La prevalencia de la diabetes es menor en mujeres premenopausicas
y aumenta después de ésta. La hipétesis de este dimorfismo de género sugiere que
la hormona estradiol (17B-estradiol 0 E2), que se encuentra en mayor concentracion
en las mujeres en etapa fértil, protege a las células B pancreaticas de la

lipotoxicidad, del estrés oxidativo y de la apoptosis.3?

Los estrégenos, sobre todo E2, modulan la sensibilidad y la biosintesis de la
insulina como consecuencia se presenta una mejor homeostasis de la glucosa. En
mujeres con ciclos menstruales irregulares o muy largos la incidencia de DT2 es

mayor con respecto a las mujeres con ciclos regulares.®* Se ha observado que los
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niveles de insulina se incrementan en las ratas prefiadas, en respuesta al aumento

de los niveles de hormonas sexuales.3®

En los seres humanos, el E2 invierte el efecto de la menopausia en el
metabolismo de glucosa e insulina dando como resultado un aumento en la

secrecion de insulina y una mejora en la resistencia a ésta.®®

2.5. Receptores de estrégenos

En 1986 se secuenci6 el RE, hasta este momento se consideraba a esta molécula
como la Unica capaz de mediar los efectos de los estrogenos en las células blanco.
Diez afios después, se descubrié un segundo receptor que recibié el nombre de
receptor B de estrogenos (RE B),3” mientras que el primer receptor se denominé

receptor a de estrégenos (RE a).

Estudios in vitro, muestran que ambos receptores se sintetizan durante la
fase G1 y G2 en el ciclo celular y contienen 6 dominios funcionales, denominados
de la A a la F. Ademas, presentan gran homologia en los dominios de unién al DNA
(regién C) y al ligando (region E), mientras que las regiones D y F no estan bien
conservadas.® El RE a esta codificado en el brazo largo del cromosoma 6, mientras
que el RE B en el brazo largo del cromosoma 14. La expresion de estos genes esta
determinada por los niveles de ARNm y por su unién a ligando que varian en cada
tipo de tejido. Lo que indica que cada receptor tiene un papel biolégico distinto.3° El
RE a tiene una afinidad 5 veces mayor por E2 que el RE 3, ambos receptores

requieren formar heterodimeros para activar la transcripcion.!?
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La presencia de polimorfismos en los genes que codifican a los RE a, RE 3
y otros componentes del sistema de RE pueden aumentar el riesgo a: obesidad,

DT2, el aumento de la densidad mineral 6sea y mamaria.?

2.6. Los receptores de estrogenos en el control de la energiay la homeostasis

de la glucosa.

El desarrollo de ratones knockout para el RE a y RE B han demostrado la
participacion de estos receptores en la regulacion de muchos procesos para el
control del homeostasis energética. Esto incluye la disminucién del apetito y el gasto
energético, sensibilidad de la insulina en el higado y en el musculo, crecimiento y
distribucion de los adipocitos en el cuerpo, asi como la funcién de las células
pancreaticas (Figura 7.). & 32 Sé observé un aumento de peso significativo en los

ratones que carecian del RE a.

En ratones knockout tanto para el RE a (REaKO) y la enzima aromatasa
(ArKO), se observo una resistencia a la insulina y obesidad. El estado de resistencia
a la insulina se puede originar por la ausencia del RE a, ya que este receptor esta
relacionado con el metabolismo de la glucosa en diferentes tejidos que incluyen el
musculo esquelético, el tejido adiposo, el higado, el cerebro y el pancreas
endocrino. La expresion de GLUT4, puesto que es el mas eficiente transportador de
glucosa mediado por insulina, en la membrana celular del musculo esquelético es
extremadamente reducida en RE a -/-, no afectada en RE (3 -/- y elevado en ratones
ArKO.%0 El aumento de la expresion de GLUT4 en el musculo esquelético, promueve

la expresion y secrecion de la insulina en las células B pancreaticas.®?
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Figura 7. Sitios principales donde actlan los receptores de estrogenos, promoviendo una
homeostasis de la glucosa y la energia. Imagen modificada de: The role of estrogen receptors
in the control of energy and glucose homeostasis.3?
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2.7. Relacion entre el receptor 8 de estrégenos y la DT2

La insulina y el glucagon son dos hormonas involucradas en la homeostasis de la
glucosa. La insulina reduce los niveles de glucosa en sangre, mientras de manera
opuesta el glucagon aumenta los niveles de glucosa en sangre. La liberacion de las
hormonas insulina y glucagon es dependiente del aumento intracelular de iones
calcio ([Ca?*]i), aunque el estimulo y la secrecion es mas fuerte en las células B

pancreaticas que en las .40 41

Las células B pancreaticas son eléctricamente excitables. La actividad
eléctrica consiste en oscilaciones en el potencial de membrana. El acoplamiento
clasico, estimulo-secrecion que provoca la liberacion de la insulina, implica el cierre
de los canales de los iones potasio regulados por ATP (Katp) por el metabolismo de
la glucosa, que aumenta intracelularmente la razén ATP/ADP.4? Esté cierre provoca
la despolarizaciéon de la membrana que activa los canales de Ca?* sensibles al
voltaje. Como consecuencia se origina una oscilacion patrén del desencadenado

una secrecion pulsatil de insulina.*% 43

En las células B pancreaticas, el RE B es responsable del efecto
insulinotropico rapido del E2 cuando se administra en concentraciones fisiologicas

tanto en in vitro como in vivo.? 42 44

Cuando se forma el complejo RE B-E2 desencadena la sintesis de guanosin
monofosfato ciclico (cGMP) que a su vez activa a la proteina G cinasa (PKG), este
aumento provoca el cierre de los canales Katp, promueve la despolarizacion de la

membrana plasmatica y la entrada de Ca?" a la célula. También mejora la
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Figura 8. Modelo propuesto para la accion del E2 sobre las células B del pancreas para la
secrecion de insulina. La glucosa entra en las células B pancreaticas cuando aumenta la
concentracion de ésta en la sangre. El aumento de la relacion ATP/ADP por el metabolismo
intracelular de la glucosa, provoca el cierre de los canales de Katp. Subsecuentemente, se presenta
una despolarizaciéon de la membrana que provoca la apertura de los canales de Ca2+, aumenta la
entrada de [Ca2+]i y origina la secrecién de la insulina. En sinergia con la glucosa, cuando E2 se
enlaza al RE ( activa al receptor guanilil ciclasa (GC-A) a través de un mecanismo aun desconocido.
Como consecuencia, disminuye la activad de los canales de Karp debido a que aumenta la sintesis
de guanosin monofosfato ciclico (¢cGMP) lo que a su vez activa la proteina G cinasa (PKG) y el
aumento de esté provoca el cierre de los canales de Kare. Aumenta la secrecion de insulina. Imagen
modificada de: Rapid Regulation of Karp Channel Activity by 17B-Estradiol in Pancreatic 3-Cells
Involves the Estrogen Receptor 8 and the Atrial Natriuretic Peptide Receptor.32

sefializacién de [Ca?*]i para la movilizaciéon y posteriormente la exocitosis de las

vesiculas que contienen insulina. Como resultado aumenta la secrecion de insulina

(Figura 8).32:41.45
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2.8. Polimorfismos de un solo nucleo6tido (SNPs)

Polimorfismo significa literalmente “muchas formas”; son la causa de la diversidad
gendmica dentro de una misma especie, hacen que cada individuo sea unico e
irrepetible.1° EI genoma humano contiene 25 000 genes Yy solo el 5 % participa en

codificar la informacion.6: 47

Los SNP se ubican en diferentes sitios del gen como en la region promotora,
en los intrones que modulan la estabilidad de una proteina, en sitios de corte y
empalme donde ocurre la eliminacion de intrones y unién de exones en regiones
intergénicas. Para considerarse como polimorfismo la frecuencia de uno de sus

alelos en la poblacion debe ser superior al 1%1% 48 49

Los SNP representan las variantes genéticas mas comunes encontradas en
el genoma humano, debido a su amplia distribucion, estos polimorfismos se
localizan en cualquier parte de la estructura de los genes y el genoma.l!
Actualmente se han encontrado 10 millones de SNP, aunque se estima que existen
aproximadamente 38 millones de ellos, con una frecuencia de aproximadamente un

SNP por cada 100 — 300 nucledtidos.>®

Las aplicaciones del estudio de los SNPs son diversas, por un lado, sirven
para tratar de explicar el origen de las poblaciones y asi reconstruir parte de la
historia evolutiva. Por otro lado, tienen gran aplicacion en campos como la medicina
forense y el estudio de las enfermedades mutilgénicas.*® Asimismo, existen
variaciones funcionales que pueden producir alguna enfermedad o susceptibilidad
a ésta, como en la diabetes tipo 1 y 2, la hipertension arterial y el sindrome

metabdlico, entre otras. 4849
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2.9. SNPs en el gen para el receptor B de estrogenos y rs1256031

Se han registrado mas de 650 SNP en el gen del RE B en la base de datos del
Centro Nacional de Biotecnologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP), una parte se
encuentran en los intrones, de los cuales existen mas de 30 SNP y se sitian en el
5' de la regién no traducida, incluye la region del promotor y mas de 40 SNP

presentes en la region 3’ del gen RE .5 %2

piz piz ph.2 piLl qlld qn.z qi2 q13 q21 q22 q23 9241 924.2 q24.3 931 q32.1 q323

B BN 5 )

54,279,450 C rs1256031) 64,279,470

Figura 9. Ubicacion del rs1256031 dentro del cromosoma 14 en la posicion 64279461 en el
genoma humano. Imagen modificada de: Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica para
las ciencias de la salud. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?q5>3

EI SNP rs1256031 es una variable intronica (SNPi) para el RE 3, se encuentra
en el cromosoma 14 en la posicién 64279461 en el genoma humano, con un cambio
de nucledtido C/T, es C el alelo ancestral. Se ha reportado una frecuencia alélica
para la poblacién mexicana radicada en la ciudad de Los Angeles USA, de 0.55

para el alelo ancestral C y 0.45 para la variante T (Figura 9).53
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Sin embargo, se podria afectar al procesamiento y la estabilidad del

transcrito, lo que modificaria la sefializacion cuando el E2 se une al RE B.%?

Los diversos SNP en el gen RE B pueden influir en la susceptibilidad a
diversas patologias, los SNP rs1256049 y rs4986938 se han asociado a trastornos
menstruales con disfuncion ovulatoria en mujeres chinas con genotipo homocigoto.
Ademas, el SNP rs1256031 se ha asociado con el aumento de la masa ventricular

izquierda y el grosor ventricular.5?

El E2 influye en la homeostasis de la glucemia mediante la sintesis y
secrecion de la insulina; efecto realizado a través de la activacion de RE a y B.
Aungue se desconoce hasta el momento el mecanismo para ésta homeostasis.
Recientemente, en la poblacién egipcia, se observé que diversos SNP en el gen RE
a, se asocian con el aumento de la glucemia y con la diabetes tipo 2.2 Debido a

que RE B también tiene una influencia en la homeostasis de la glucosa.

Esto llevo a proponer que el SNP rs1256031, un polimorfismo presente en el
gen para RE B, podria influir en la actividad del RE B y disminuir la liberacion de la

insulina mediada por la glucosa, en las células B del pancreas.

2.10. Ancestria de la poblacion mexicana

La mayoria de la poblacion mexicana contemporanea consiste en mestizos, que son
un grupo con fondo genético principalmente de nativos americanos los cuales son
habitantes de México, europeos (principalmente de Espafia) y una menor cantidad
africano (proveniente de esclavos del oeste de Africa) 4. La DT2 es una enfermedad

compleja en donde el riesgo varia notablemente entre los grupos de poblacion.
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En los Estados Unidos, las personas que tienen ancestros europeos poseen
un menor riesgo de DT2 que las personas con ancestria de nativos americanos,
latino y afroamericanos. Los nativos americanos son 2.2 veces mas propensos a
desarrollar la enfermedad.>* En México se ha observado que las personas con
ancestria de nativo americano tienen mayor riesgo de desarrollar la enfermedad que

los de ancestria europea. 3 %°

2.11. Generalidades de la PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés, polymerase
chain reaction), es una técnica que desarrollo Kary Mullis en 1983.%¢ El objetivo de
la PCR es obtener muchas copias de un fragmento de ADN, para después poder

visualizarlo y utilizarlo en otras aplicaciones.>’

Para llevar acabo esta reaccion se necesita: un ADN molde, el cual es aquel
fragmento que se desea amplificar, una polimerasa de ADN obtenida de Aquaticus
thermus. Es una enzima capaz de generar una copia de ADN a partir del ADN
molde. La reaccion se lleva a cabo en un amortiguador de Tris-HCI (pH entre 8.3
— 8.8) apropiado para el funcionamiento de la enzima polimerasa. Ademas, como
cofactores de la polimerasa se afiaden cationes divalentes, generalmente en
forma de cloruro de magnesio (MgClz). Las enzimas ADN polimerasas Gnicamente
son capaces de afnadir nucledtidos al extremo 3’ libre de una doble cadena de ADN.
Son necesarios por tanto moléculas cortas (entre 10 y 30 bases) de ADN de cadena
sencilla. Estas moléculas son los cebadores o primers de la reaccion. Los
cebadores son los que van a delimitar el fragmento a amplificar.

Desoxirribonucleotidos trifosfatados (dNTP’s), las enzimas ADN polimerasas
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sintetizan una cadena complementaria a la cadena molde mediante la incorporacién

de nucleodtidos al extremo 3’ libre del cebador que se ha unido a la cadena.6 57
Las principales fases de la PCR son:

e Desnaturalizacién. Consiste en separar la doble hebra de ADN y convertirla
en hebra sencilla. Tipicamente se usa una temperatura de 95°C - 97°C, por
15 a 40 segundos el tiempo depende del tamafio del genoma.

e Hibridacion. Los cebadores previamente disefiados, reaccionan con la hebra
sencilla de ADN y se hibridan en lugares especificos por complementariedad
de bases. Para esto, se baja la temperatura a 55°C por 30 segundos. La
temperatura y el tiempo puede variar entre cebadores.

e Extension, polimerizaciéon o elongacion. Una Polimerasa de ADN extiende
los cebadores, en el espacio comprendido entre ambos cebadores, y coloca
los dNTP’s desde el extremo 5’al 3’ y lee el ADN molde de 3’ a 5. De esta

forma sintetiza la secuencia complementaria de las hebras de ADN molde. %’

2.12. Genotipificacién por PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real (o PCR cuantitativa) surgié para cuantificar moléculas de
ADN y ARNm %6, En la PCR en tiempo real se emplean sondas marcadas con
fluorocromos. Las sondas de hidrdlisis, frecuentemente empleadas en esta técnica,
son oligonucledtidos que presentan fluorocromos en ambos extremos y tienen una
secuencia complementaria a parte del fragmento de ADN que se quiere amplificar.
Uno de los fluorocromos actia como donador de fluorescencia en el extremo 5’ y el
otro como aceptor de esta fluorescencia en el extremo 3'.56 La ADN polimerasa se

desplaza sobre la cadena de ADN sintetizando la cadena complementaria a partir
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de un fragmento que sirve de molde. Al llegar al punto en el que la sonda se ha
hibridado, la hidroliza. El fluorocromo del extremo 5’ de la sonda (el donador) es
liberado. El fluorocromo aceptor no puede entonces absorber la fluorescencia del
donador por estar alejado de €l espacialmente. Un detector realiza la medida de
esta emision de fluorescencia, que es proporcional a la cantidad de ADN presente,

y la representa graficamente (Figura 10).58 59

Ademés de proporcionar informacién cuantitativa, la PCR en tiempo real
presenta otra serie de ventajas frente a la PCR en punto final.>® La fundamental es
su mayor sensibilidad lo que disminuye el riesgo de falsos negativos. El hecho de
que los datos sean tomados en la fase exponencial del proceso asegura que ningun
componente limite el proceso de amplificacion.>® También es mas rapida y tiene
menos probabilidad de contaminacion con lo que disminuyen los falsos positivos.
Son muchas las aplicaciones de esta técnica en el campo de la medicina. Cabe
destacar la cuantificacion viral, la cuantificacion de la expresion de genes, el control
de la eficacia de farmacos, la deteccion de agentes infecciosos, el diagnéstico de

tumores y la deteccion de polimorfismos.5”: 5°

Las sondas TagMan consisten en un par de cebadores de PCR pre-
optimizados y dos sondas para discriminacién alélica. Se utilizan para amplificar y

detectar alelos especificos en ADN gendmico. Ver figura 10
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Figura 10. Proceso del ensayo de genotipificacion usando tecnologia TagMan®.

Imagen modificada de: Applied Biosystems™

TagMan®

real-time PCR

https://www.thermofisher.com/mx/es/home/life-science/pcr/real-time-pcr/gpcr-education/how-tagman-assays-

work.html
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3. Planteamiento del problema

En México, las complicaciones de la diabetes representan la primera causa
de muerte en mujeres y la segunda en hombres con una edad promedio de 66.7
afos, lo que sugiere una reduccion de 10 afios en la esperanza de vida debido a la
enfermedad.* En el contexto global, nuestro pais ocupa el sexto lugar en prevalencia
de pacientes con DT2.1” Este hecho, sugiere que la poblacién mexicana tiene
predisposicion genética a padecer la enfermedad y nos obliga a investigar los
factores fisiopatolégicos que estan involucrados en el desarrollo de la DT2 %4 con la
intencion de implementar acciones preventivas y dirigidas especificamente a los

tratamientos.

El E2 en conjunto con sus receptores RE a y 3 tienen un papel importante en
la homeostasis de la glucosa, puesto que ambos receptores se expresan en las
células B del pancreas, cuyos efectos son el aumento en la sintesis y liberacién de
insulina, aunque también se ha reportado que la estimulacion del RE B promueve la

proliferacion de células B.6°

Un estudio realizado en el afio 2015, en poblacion egipcia, demuestra que
los polimorfismos de un solo nucleétido en el gen del RE a, estan asociados con un
aumento en la glucemia en ayunas y por ende una mayor prevalencia de la DT2,
esto se debe a que gran parte de los SNP pueden afectar al gen, al ARNm e incluso
a la misma proteina, que en este caso era RE a.® Dado que el RE B también esta
asociado con el metabolismo de la glucosa, probablemente también un SNP pueda

estar asociado con laDT2
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Por lo anterior, se plante6 la pregunta siguiente: ¢ EXxistirA una asociacion
con respecto al polimorfismo de un solo nucleétido rs1256031 en el gen para el
receptor B de estrogenos con la predisposicion a desarrollar DT2? Por lo tanto, el
presente protocolo identificara si existe una asociacion entre la variante genética

rs1256031 y el riesgo a desarrollar diabetes tipo en la poblacion mexicana.

4. Hipotesis

El polimorfismo rs1256031 estd asociado con la predisposicion a desarrollar

diabetes tipo 2.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar la asociacion del polimorfismo rs1256031 con la predisposicién a

desarrollar diabetes tipo 2.

5.2 Objetivos particulares
5.2.1 Realizar el proceso de genotipificacion mediante el uso de sondas TagMan.

5.2.2 Establecer la asociacién de las variantes del genotipo para el polimorfismo

rs1256031 para el RE B.
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6. Material y métodos

6.1 Tipo de estudio y universo de trabajo

Estudio de casos y controles de personas derechohabientes del Instituto Mexicano
del Seguro Social. Las muestras de ADN se recolectaron para el proyecto escaneo
del 2011%! en el Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez”,
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS. Se incluyeron cuatrocientos veintisiete
pacientes con DT2 en este estudio, asi como doscientos ochenta y cuatro controles
sin DT2

6.1.1 Criterios de inclusion

6.1.1.1. Criterios de inclusidn de casos

» Los casos fueron pacientes con DT2 diagnosticados mediante los criterios de
la Asociacion Americana de Diabetes: glucosa en ayuno igual o mayor a 126
mg/dL (7.0 mmol/L).

e Cualquier género.

e Pacientes adultos con edad al diagnéstico menor a los 55 afios de edad y en
promedio la edad actual para inclusion es de 40 a los 60 afios.

e Derechohabiente del IMSS con vigencia e derechos actualizada al momento
del ingreso.

¢ No tener algun familiar que participe en el estudio.

e Pacientes que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento

informado.
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6.1.1.2. Criterios de inclusion de los controles

Personas entre 40 a 60 afos de edad, sin criterios que los ubiquen con
sindrome metabolico (Criterio internacional de ATP III).

Glucosa en ayuno de 12 horas por debajo de 100 mg/dL y que la curva de
tolerancia este por debajo de los 140 mg/dL después de las 2 horas de la
ingesta de 75 g de glucosa.

Ambos géneros.

No tener algun familiar que participe en el estudio.

Que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento

informado.

6.1.2. Criterios de exclusioén

Derechohabientes con vigencia transitoria o estacional.

Pacientes que tengan otras enfermedades que puedan reducir la sobrevida
o puedan confundir la ocurrencia de eventos (SIDA, cirrosis hepatica,
cualquier neoplasia maligna, etc.)

Sujetos que no cuentan con domicilio permanente o0 que no puedan
localizarse por via telefénica sea en su propia casa o con un familiar.

Las mujeres en etapa de climaterio

6.1.3. Criterios de eliminacion

Pacientes que hayan retirado su consentimiento informado.
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6.2. Procedimientos

6.2.1. Seleccién de las muestras

El protocolo fue aprobado por la Comisién Nacional de Investigacion Cientifica

(CNIC) del IMSS. Con el numero de registro: R-2011-785-018.

Los muestras se seleccionaron de los pacientes reclutados para el protocolo
de escaneo del 2011.%1 Se reviso la base de datos para identificar a los pacientes
gue cumplen los criterios del presente estudio y se descongel6 el material genético

para evaluar si esta en condiciones Optimas para realizar la genatipificacion.

6.2.2. Evaluacion de la pureza del ADN

La pureza del ADN se evalu6 mediante la medicién de dos absorbancias, una a la
longitud de onda de 260 y otra a 280. Este procedimiento se realizé con el equipo
“Epoch Microplate Spectrophotometer” y el “Take3™ Micro-Volume Plate”; se utilizd
el software “Gen5™ Microplate Data Analysis” (BioCell, Winooski, USA). Se

consideraron puras sélo aquellas muestras con una razon 260/280 igual a 1.8 — 2.0

6.2.3. Determinacién de la concentracion de ADN

La cuantificacidon se llevo a cabo usando el “Epoch Microplate Spectrophotometer”
y el “Take3™ Micro-Volume Plate”; utilizando el software “Gen5™ Microplate Data
Analysis” (BioCell, Winooski, USA). La medicion se realizé utilizando 2 pL. Las

muestras se homogenizaron por agitacion en vortex de 3 a 5 minutos.
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6.2.4. Realizacion de las diluciones de ADN

La dilucion del ADN se llevé a cabo inmediatamente después de la cuantificacion,
estas muestras se les agregd agua inyectable hasta tener un volumen final de 100
UL y una concentracion de 100 ng/pL = 9 ng/pL. Posteriormente se cuantificaron

nuevamente las diluciones y se corrobor6 que se encontraran en este rango.

6.2.5. Determinacion de la proporcion de ancestria.

El porcentaje del componente genético parental de cada participante, se obtuvo de
un estudio previo, que utilizé el microarreglo AxiomLatl de Affymetrix (Santa Clara,

CA, USA).

6.2.6. Genotipificacion de los alelos del polimorfismo rs125603

La genotipificacion se realizé por PCR en tiempo real, se utilizé un ensayo Tagman®
previamente estandarizado. Se utilizd una sonda TagMan® SNP Genotyping
Assays, con clave de identificacion: C_7573245 20 para el SNP rs1256031, PN
4351379, Lot: P160309-010 FO1, a una concentracién 40x y un volumen 187 pL,
suficiente para aproximadamente 1500 reacciones, la secuencia de la sonda se

presenta en el cuadro 1.

Las muestras se genotipificaron con el equipo. 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Aplied Biosystems, California, USA) con ayuda del software de
discriminacion alélica. Se inici6 con la activacion de la enzima uracilo-N-glucosilasa
(UNG) a 50 °C durante 2 minutos, después la activacion de la enzima polimerasa
Tag junto con la desnaturalizacion primaria del ADN a 95 °C por 10 minutos y
posteriormente 40 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 15 segundos, hibridacion

y extensién a 60 °C por 1 minuto, para finalizar con la extensién final a 60 °C por 1
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minuto. Lo anterior descrito se muestra en la figura 11. Las condiciones de reaccién

y los reactivos utilizados se muestran en el cuadro 2.

Las caracteristicas de los reactivos utilizados para la reaccion se encuentran

en latabla 1l A.

Cuadro 1. Secuencia de la sonday su respectivo marcador de fluorescencia.

Sonda Flurocromo
TCTAAACACAGCCCAGAAAACAAGGIA]GATTGTGAACTGAGACCCTCCTAGC VIC
TCTAAACACAGCCCAGAAAACAAGGIG]GATTGTGAACTGAGACCCTCCTAGC FAM

Incubacion de
la polimerasa

desnaturalizacion Desnaturalizacion

primaria
95 DC 95 DC

Incubacion de 10:00 min 0:15 seg Hibridacién | Extension

UNG y extension final

60 °C 60 °C
i | —)
50 °C 1:00 min | 1:00 min

2:00 min

40 ciclos

Figura 11. Condiciones de lareaccion de PCR.
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Cuadro 2. Reactivos y cantidades para realizar PCR en tiempo real.

Volumen para 1 reaccion Volumen para 96
reacciones
Mezcla universal 3.0 yL 288 pL
TagMan® Il con UNG
Sonda TagMan® SNP 0.125 pL 12 uL
40X
ADN 0.5 L 48 uL
100 ng/uL
H20 1.375 uL 132 uL

UNG: Uracil-N-glucosilasa
6.2.7. Andlisis estadistico

Las variables cuantitativas se analizaron por medio de la prueba de hipétesis de
Kolmogorov-Smirnov, sesgo y curtosis para determinar el tipo de estadistica
analitica a realizar. Se realiz6 estadistica descriptiva; debido a que las variables
tienen libre distribuciéon se us6 la mediana como medida de tendencia central y el
rango como medida de dispersion. Mientras que las variables cualitativas se

expresaron como frecuencias y porcentajes.

Los datos clinicos y bioquimicos (como indice de masa corporal, indice
cintura cadera y concentracion de glucosa) se contrastaron entre los casos y
controles. Se utilizé la prueba de y? para las variables cualitativas mientras que las
variables cuantitativas fueron contrastadas con la prueba de U-Mann-Whitney

debido a que las variables tienen libre distribucion.

Se evalué el equilibrio de Hardy-Weinberg de los genotipos de la variante

rs1256031 se uso el programa disponible en http://www.oege.org/software/hwe-mr-
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calc.shtml. Los intervalos de confianza al 95% de los alelos y los genotipos se

estimaron con GraphPad QuickCalcs (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

Se determind la asociacion de los alelos y genotipos con el riesgo de
desarrollar DT2 se estimaron Odds Ratio (OR) con intervalos de confianza del 95%
para cada uno de los genotipos y alelos. Los resultados de OR se ajustaron por
medio de una regresion logistica multiple, el andlisis incluyé a los genotipos e

identificadas en el contraste de los casos y controles.

Se tomd como estadisticamente significativas a las diferencias cuando la
p<0.05. Para el analisis de asociacion de alelos y genotipos se considerd
estadisticamente significativos cuando el intervalo de confianza al 95% del OR y del

OR ajustado no cruce la unidad.

6.2.8. Célculo de tamariio de muestra

Se estim6 un tamafio de muestra de 220 casos y 220 controles para demostrar una
asociaciéon con un OR de 1.5 por medio del programa Quanto version 1.2.4
(University of Southern California, EUA). Los datos utilizados tuvieron un poder del
80%, un alfa de 0.05, una frecuencia alélica para el alelo menor entre 0.30 y 0.45,
un riesgo basal de la poblacién a desarrollar DT2 de 0.092 y el calculo fue realizado

en dos colas. El modelo seleccionado fue de tipo aditivo.
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6.2.9. Consideraciones éticas

Para participar en el estudio, los pacientes firmaron un consentimiento informado
gue se explican los objetivos, procedimientos, los beneficios y riesgos que implica
el estudio. Dentro de los objetivos del estudio se describe que el ADN se puede
utilizar en un futuro para probar nuevas hipoétesis genéticas y se le solicita
autorizacion al participante para utilizarlo. El formato de consentimiento informado

se presenta en el anexo 12.2.

Los estudios no tienen ningln costo para el paciente. La invitacion a participar
se realizd por el monitor clinico del estudio y fue independiente a sus médicos

tratantes.

Los registros se encuentran codificados con un namero de folio en la base de
datos que no permiten la identificacién de los pacientes. Ademas, las muestras
recolectadas estan codificadas y resguardadas por la Unidad de Investigacion

Médica en Bioquimica del IMSS.

El protocolo fue aprobado por el Comision Nacional de Investigacion

Cientifica (CNIC) del IMSS con folio de Registro R2011-785-018.
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7. Resultados

Se incluyeron cuatrocientos veintisiete pacientes con DT2 en este estudio, asi como
doscientos ochenta y cuatro controles sin DT2. Las caracteristicas de ambos grupos
se muestran en el cuadro 3. Los pacientes con DT2 tuvieron una mediana de edad
(p=0.0001) y un indice de masa corporal (IMC) (p= 0.0001) mayor con respecto a
los controles. Entre los grupos de estudio, no se observaron diferencias en el indice
cintura cadera (ICC), ni en el porcentaje del componente genético parental o
ancestria amerindia, europeo y africano. El género predominate en el grupo control
fue el femenino (66.0%), mientras que en los casos la proporcién entre los géneros

fue similar (48.2% para femenino y 51.8% para masculino).

La figura 12, muestra las curvas de aumento de la fluorescencia para los
marcadores VIC y FAM para el polimorfismo rs1256031 durante la amplificacion por
PCR en tiempo real. Se considera una amplificacién cuando las curvas rebasan el
umbral de la fluorescencia ROX. También, se observa en la parte inferior de la figura
7 las temperaturas correspondientes a cada ciclo. Los resultados de cada
amplificacion se procesaron con el software SDS 2.3 para mostrar su genotipo como

se observa en la figura 13.

Las frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs1256031 entre los
pacientes con DT2 y los controles se muestran en el cuadro 4. No se encontrd
estratificacion poblacional tanto en los casos (x?= 2.24; p= 0.134) como en los
controles (y?= 0.7; p= 0.403), ambos se encuentran en equilibrio de Hardy
Weinberg. Interesantemente, los homocigotos TT se encuentran en menor

proporcion en los pacientes con DT2 con respecto a los controles (9.6% vs 15.5%).
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No se detectaron diferencias en las proporciones con el genotipo heterocigoto ni

con los alelos, lo anterior descrito se presenta en el cuadro 4.

Cuadro 3.Caracteristicas clinicas de los pacientes con DT2 y los controles
poblacion de estudio.

DT2 (n = 427) Control (n=284)

mediana (RIQ) mediana (RIQ) p*
Edad (afios) 52 (8.00) 48 (9.00) 0.0001
IMC (Kg/m?) 29.91 (6.78) 27.2 (4.88) 0.0001
ICC (cm) 0.92 (0.10) 0.91 (0.12) 0.654
Glucosa (mg/dL) 140.0 (81.0) 87.0 (14.0) 0.0001
Ancestria
NAM (%) 0.655 (0.217) 0.639 (0.240) 0.792
Europeo (%) 0.306 (0.197) 0.321 (0.229) 0.758
Africano (%) 0.032 (0.025) 0.032 (0.030) 0.578

n (%) n (%) p**

Sexo (femenino) 137 (48.2%) 282 (66.0%) 0.0001

*U-Mann Whitney; ** ¥2; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice de cadera cintura; NAM:
nativo americano, RIC: rango intercuartilico.

En el cuadro 5 se muestra la asociacion entre los genotipos y la DT2. Los
pacientes portadores del genotipo TT presentaron una reduccion en el riesgo a
padecer DT2 con respecto a los pacientes portadores del genotipo CC (OR=0.579,
[1C95%, 0.356-0.941]. La reduccion del riesgo no se observO en pacientes
portadores del genotipo heterocigoto. En el modelo de alelo dominante tampoco se

observé una reduccion en el riesgo a padecer la enfermedad.

Debido a que la edad, el indice de masa corporal y el sexo son variables confusoras,

los valores de OR se ajustaron. Después del ajuste los portadores del genotipo TT
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Fluorescenc a

Temperatura °C

mantuvieron su reduccion en el riesgo a padecer la DT2 (OR=0.533, IC95% [0.309-
0.918]), cuadro 6. Para los heterocigotos y en el modelo de alelo dominante no se

observaron modificaciones en los resultados después del ajuste.

2000
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2000
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23.0
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830
780
730
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58.0
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Figura 12. Curvas del aumento de la fluorescencia para el polimorfismo rs1256031 y de
temperatura durante la corrida de PCR. Obtenida del Software de discriminacién alélica SDS 2.3.
7900HT Fast Real-Time PCR System (Aplied Biosystems, California, USA) en el laboratorio de la UIMB
del CMN siglo XXI, IMSS.
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Figura 13. Discriminacion alélica para el polimorfismo rs1256031. Obtenida del Software de
discriminacién alélica SDS 2.3. 7900HT Fast Real-Time PCR System (Aplied Biosystems, California,

USA) en el laboratorio de la UIMB del CMN siglo XXI, IMSS.

Cuadro 4. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs1256031.

DT2 Control
Genotipo* n Frecuencia n Frecuencia
observada observada

CC 182 0.426 113 0.398

CT 204 0.478 127 0.447

TT 41 0.096 44 0.155
Alelos

C 568 0.665 353 0.621

T 286 0.335 215 0.379

*Equilibrio de Hardy-Weinberg para DT2 (x?=2.24; p=0.134) y los controles (x?=0.7;
p=0.403). Las frecuencias observadas se encuentran en equilibrio.
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Cuadro 5. Asociaciéon del polimorfismo rs1256031 del gen receptor B de
estrogenos con DT2 en un modelo dominante y codominante.

Genotipo OR (IC 95%) p* OR** (IC 95%) p*
CC 1 1

CT 0.997 (0.722 -1.377) 1.000 0.922 (0.647 —1.312) 0.651
TT 0.579 (0.356 — 0.941) 0.033 0.533 (0.309-0.918) 0.023
CT+TT 0.890 (0.655—-1.207) 0.485 0.831 (0.588 — 1.150) 0.252

*v2 **Ajustado por edad, IMC y sexo.

Cuadro 6. Riesgo ajustado por las variables confusoras en un modelo
recesivo.

Variable OR IC 95%
Inferior Superior
Edad 0.882 0.845 0.921
IMC 0.875 0.830 0.921
Sexo 2.488 1.559 3.970
rs1256031 (TT) 0.533 0.309 0.918

IMC: indice de masa corporal
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8. Discusién

En México, el numero de muertes por DT2 en el intervalo de edad comprendido de
30 a 69 afios, es de 23 100 fallecimientos por afio para hombres y 22 000 para
mujeres.®? Es la segunda causa de muerte en nuestro pais.®® La etiologia de la
diabetes tipo 2 es compleja, heterogénea y comprende factores ambientales que
promueven el desarrollo de anormalidades metabdlicas, que ocurren en los distintos
érganos y tejidos.%4 Al igual que otras enfermedades multifactoriales, en la DT2 las
hormonas juegan un papel importante en el desarrollo y progresion de la

enfermedad.®°

Los receptores de estrogenos, tanto RE a como RE 3, desempefian un papel
fundamental en la regulacién del metabolismo de la glucosa. Estos receptores se
expresan en una gran cantidad de células, entre las que destacan las células del

musculo esquelético, tejido adiposo y las células B pancreaticas.*?: 60

Las mujeres premenopausicas son mas sensibles a la insulina con una mejor
tolerancia a la glucosa y son menos propensas al desarrollo de la resistencia a la
insulina en comparacion con los hombres, asimismo, muestran un incremento en la
expresion de GLUTA4.%5 El porcentaje de mujeres incluidas en el grupo control
presenta un mayor porcentaje de mujeres (66%) que las incluidas en los casos

(48%). Por esta razon, el valor del riesgo fue ajustado por edad y sexo.

En relacion a la poblacion estudiada, se observd que el grupo con DT2
presenta un IMC mas elevado que el grupo control, de 29.9 y 27.2 respectivamente;
esto se debe a que los pacientes con DT2, previo a la enfermedad, desarrollan

obesidad y este es un factor de riesgo. Esto se ha descrito desde el afio 2003 en
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diversos estudios epidemiolégicos y clinicos, que han demostrado la asociacién
entre la DT2 y los factores que influyen a su desarrollo como son la edad, género,
indice de masa corporal, indice cintura cadera, hipertension arterial y presencia de

concentraciones de insulina alterados en ayunas.6-68

La presencia de estratificacién en una poblacion con alto grado de mestizaje,
es un factor importante de confusion en los estudios de asociacién realizados en
estas poblaciones. De hecho, la muestra de la Ciudad de México muestra fuertes
evidencias de estratificacion debido al mestizaje.>* °° Para evitar asociaciones
falsas, se determinaron las proporciones del componente genético nativo
americano, europeo y africano. No se encontrd diferencia en ambos grupos de
estudio (DT2 y controles), lo que significa que éstos fueron genéticamente
homogéneos, por lo cual este factor no influyd en la asociacién encontrada con el

rs1256031.

Al momento de evaluar el OR del polimorfismo rs1256031 con los grupos de
DT2 y controles, las variables de IMC, edad y sexo que tienen un efecto significativo

sobre el riesgo a la DT2, se ajustaron por medio de una regresion logistica mdaltiple.

La frecuencia para el alelo menor (MAF, por sus siglas en inglés) para el
polimorfismo rs1256031 en pacientes con DT2 provenientes de la poblacion mestiza
de la Ciudad de México, son menores que las reportadas para la poblacion
mexicana mestiza radicada en la ciudad de Los Angeles California en el proyecto
HapMap (0.335 vs 0.449).53 De forma interesante, la MAF es mayor en las
poblaciones caucasicas (0.500). En el 2007 Martinez-Marignac y cols., identificaron

diversos factores de riesgo genéticos implicados en rasgos y enfermedades entre
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ellas la DT2. Encontraron que la DT2 es al menos dos veces mas frecuente en las
poblaciones nativas americanas, comparadas con poblaciones caucéasicas
europeas.®® 67 Esta podria ser una posible explicacion por la cual la frecuencia de
este polimorfismo es mayor en poblaciones caucésicas, segun lo reportado en
HapMap. Seria interesante explorar esta misma asociacién, ahora con pacientes

caucasicos europeos.

El efecto protector podria deberse a que el polimorfismo rs1256031 se
encuentra en un intron cercano al promotor del gen RE 8, esta localizacion sugiere
una funcién reguladora en la transcripcion o el procesamiento del transcrito primario,
asi como, en modificar la estabilidad del ARNm. Estas circunstancias pueden
modificar la expresion de la proteina mediante la produccién de nuevas isoformas.*?
En consecuencia, las isoformas podrian tener una mayor afinidad a E2 o algun otro
agonista selectivo para este receptor, por ejemplo el BPA.° Aungue esta hipotesis

de aumento de la afinidad por presencia del SNP rs1256031 se debe demostrar.

Nuestros resultados son los primeros en sefialar la asociacion de los
portadores del genotipo TT de la variante genética rs1256031 con la reduccion al
riesgo a padecer DT2 en la poblacion mestiza mexicana. Esto podria deberse a que
el alelo TT es recesivo dado que, en el heterocigoto no se observa este efecto. Esto
contribuye a expandir el conocimiento de los factores genéticos involucrados en el

desarrollo de DT2.

En la poblacién egipcia se ha observado que los pacientes con DT2
portadores de los polimorfismos rs2234693 y rs9340799 presentes en el gen RE a

presentan mayores concentraciones plasmaticas de glucosa en ayunas, colesterol
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y LDL-C, asi como una menor concentracion de HDL-C con respecto a los
portadores de los genotipos silvestres.!3 Esta evidencia confirma que la activacion
de RE a y B estan involucradas en la fisiopatologia de la DT2. El impacto de las
variantes genéticas rs2234693 y rs9340799 en los pacientes con DT2 mexicanos

no se ha estudiado.

Otros SNPs codificados en el gen RE 8, como son el rs4986938 y rs928554,
se han analizado para determinar la susceptibilidad a padecer enfermedades
metabdlicas como las dislipidemias y sindrome metabdlico, sin embargo, no

mostraron asociacion.3

El polimorfismo rs1256031 se ha asociado con un mayor riesgo de
enfermedad vertebral y mayor susceptibilidad de fracturas en mujeres, (OR = 1.36,
IC95% 1.08-1.70).5° También se ha asociado con una disminucién de la densidad
mineral 6sea en hombres caucésicos especificamente en el fémur.”® De igual forma,
se asocié con un mayor espesor de la pared de la masa ventricular izquierda en
mujeres.”t Incluso se ha asociado con el riesgo a presentar carcinoma epitelial de
ovario (OR = 1.75, [IC95%,: 1.17-2.63]).%! Wise y cols. describieron la asociacion
de este SNP con osteoartritis de mano."® Ninguna de estas asociaciones se ha

analizado en la poblacion mexicana.
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9. Conclusiéon

Los portadores del genotipo TT del polimorfismo rs1256031 presentan una

reduccion en el riesgo a desarrollar diabetes tipo 2.

10. Perspectivas

e Medir la expresion del receptor de estrégenos beta.

e Medir los niveles de estrogenos a los participantes, de igual forma se
sugiere realizar una asociacion entre la variante y dos poblaciones
femeninas, una en etapa fértil y otra en etapa del climaterio.

e Determinar el papel del polimorfismo rs1256031 en el desarrollo de
sindrome metabalico.

e Realizar la misma asociacién con pacientes europeos caucasicos.
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12. Anexos

12.1. Caracteristicas y datos de los reactivos.

Tabla 1 A. Caracteristicas de los reactivos utilizados para la PCR en tiempo

real.

Reactivos Contenido Concentracion Datos
Mezcla e ADN Polimerasa AmpliTag Se suministra a Part No.: 4440039
universal Gold®, UP (Ultra Pure) una concentracion ,

TagMan® || « dNTPs (con dUTP) ox Lot No.: 1408027
con UNG e Referencia Pasiva ROX ™ Exp. Date: 19 de mayo
e Uracil-N glucosilasa 2016
(UNG) CAS # 56-81-5
Buffer Tris-HCI (pH entre Glicerol
8.3 — 8.8) optimizado.
e Glicerol CAS # 1185-53-1
e NaCl
[ MgC|2
Sonda * Losiniciadores estan 187l 40X C_7573245_20
disefiados, sintetizados y
TagMan® . f ici 1256031
SNP ormulados por el servicio rs
Custom TaqMan® PN4351379
Genomic Assays, por lo
que su secuencia y EXP.03/2021 83F01
concentracion son secreto Lot: P160309-010 FO1
de fabricacion.
e Sondas MGB (ligando de Rack ID:
union al surco menor) 186984627_1
TagMan® predisefiados Sales Order:
con el marcaje de los 186984627
fluorocromos FAM™ vy .
VIC™ Delivery No.:
862011186
H20 Agua inyectable estéril. 1000 mL
Agua
inyectable
PISA
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12.2. Carta de consentimiento informado

L

\ )

MEXICAND DEL SEGLURO SOCTAL
Coordinaciin de Investigacion en Salud
Comision Nacional de Investigacion Cientifica
Unidad de Investigacion Médica en Bioguimica, Hospital
de Especialidades CMN siglo XX1T

Carta de Consentimiento Informado

México D.F. a

1. Nombre del estudic: Escaneo gendmico completo del paciente con diabetes tipo 2 para la
bmisgqueda de noevos marcadores de asociacion con la enfermedad. Registro
No. de Begistro B-2011-783-018
1. Proposito del estudio
Lo (a) estamos invitande a participar en un estodio de investigacion que se lleva a cabo en la Unidad
de Imvestigacicon Meédica en Bioguimica, Hospital de Especialidades, del Instituto Mexicano del
Segure Social, Siglo 3T El estudio tiene como proposito conocer la composicion genstica (herencia
genética de sus padres) de 1a poblacidn que vive en la Cindad de Meéxico v 1a bisqueda de secciones
de material genetico. asociadas a la diabetes tipo 2, para identificar las posibles regiones de
susceptibilidad a padecer la enfermedad. Esta condicidn de susceptibilidad genética se ha puesto de
manifiesto por los estilos de vida actnal: mala alimentacion (consumo excesivo de grasa v aFicares) v
la falta de actividad fisica, que contribuyen al desarvello de obesidad, hipertensién v la aparicion cada
vez mas temprana de la diabetes. Ante esta sitnacion gue estamos enfrentando en Meéxico, es
pricmitano conocer mas sobre estos genes cuva relacion con la diabetes esta descrita en el estudio.
Para la realizacion del estudio estamos invitando a gque participen individues con v sin diabetes. por lo
ue pensamos que usted pudiera ser un buen candidato. Al 1gual que usted, mas de 3000 pacientes con
diabetes tipo 2 que son atendidos en las clinicas del IMSS v 2300 donadores de sangre, seran invitados
a participar en el esmdio.
En el entendide que su participacion es completamente voluntana, le pedimos que por faver lea la
mnformacién que le proporcionamos v haga las presuntas que desee antes de decidir st quiere o no
participar.

1. Procedimientos

51 usted acepta participar en el estudic, debera presentarse en el laboratorio de la Unidad de
Investigacitm en Biogquimica, en ayeno de 12 horas, para la toma de la smestra de sangre de 10 ml (el
equivalente a 2 cucharaditas) para los estudios bioguimicos gque inchryen: determinacion de azicar v,
lipidos (grazas ) v la obtencidon del DNA para los estudics genéticos (marcadores de herencia presentes
en los homanos) v asi conocer los potenciales riesgos a padecer enfermedades como la diabetes tipo 2.
Ademas, inchuremos otras valoraciones clinicas come la medicion de su peso vy talla, la presion
arterial, cuestionarios generales (lugar donde wive, escolaridad e ingreso mensual) v antecedentes
heredofanuliares de enfermedades. Algunas de las preguntas pudieran ser incémodas de contestar,
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usted esta en todo su derecho de no responder. Todo el procedinuento nos llevara aproximadamente 20
a 30 minutos.

Postenior al analisis de los resultados, nos comprometemos a entregarle una evaluacion médica en un
peniodo de ocho dias después de la toma de la muestra sanguinea.

Queremos aclararle que su muestra sera cuidadosamente resguardada en el Laboratonio de la Unidad
de Investigacion en Bioquimica y la identidad de cada participante estara protegida usando un codigo
numerico en lugar de su nombre. Nunca manejaremos nombres o proporcionaremos los datos a
nmnguno de los colaboradores del estudio. Esta informacion solamente sera conocida en nuestra
Unidad de investigacion por el responsable del provecto.

4. Riesgos v molestias

El protocolo de investigacion no representa ningun riesgo para la salud de los participantes, quizas un
nesgo minimo en la toma de mmestras sanguineas. Entre las posibles molestias estan el dolor o la
posibilidad de la formacion de un “moreton” en el sitio de la puncion. Si usted llegara a sufrir alguna
complicacion, la Dra. Aurora Mejia Benitez. podra atenderlo o aclarar sus dudas.

5. Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio.
Nomcﬁmamngtmpagoporsuparhc:pauonenesteesmdto tampoco representa un gasto para usted.
Al aceptar participar, tendra una evaluacion médica completa y estudios de laboratorio completos para
conocer sus mveles de azicar (glucosa) y grasas (liprdos) en la sangre. Si los resultados son anormales,
usted recibira una carta con el consejo medico para que lo atiendan en su clinica comrespondiente. Los
resultados del estudio genético, contnibuiran al avance en el conocimuento de como muestros genes
(herencia) nos dan susceptibilidad al desarrollo de la diabetes tipo 2.

6. Resultados

a) Evaluacion clinica completa realizada por médicos especialistas (nefrologos, neurdlogos y médico
mntermista).

b) Resultados de laboratonio clinico impresos

¢) Explicacion de los resultados y asesoria médica.

d) Carta con el consejo médico para su clinica correspondiente.

7. Participacion o retiro del estudio

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria. Si usted decide no participar, seguira
recibiendo la atencion meédica brindada por el IMSS. La decision que tome no afectara su derecho a
obtener los servicios de salud que recibe en nuestra Institucion.

8. Privacidad y Confidencialidad

La mformacion que nos proporcione (nombre, teléfono y direccion) sera guardada de manera
confidencial y por separado al igual que las respuestas a los cuestionanos y las pruebas clinicas. El
equipo de investigadores sabra que usted esta participando en este estudio y nadie mas tendra acceso a
la informacion proporcionada. Cuando los resultados de este estudio sean publicados o presentados en
conferencias, no se dara informacion que pudiera revelar su identidad. A cada participante se le
asignara un nimero para identificar sus datos.

9. Garantia de atencion meédica en caso necesario
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En caso de presentarse una emergencia derivada del estudio, usted puede dirigirse a su clinica de
adscripeidn y'o marcar al teléfono 56276900 ext. 21477 de lunes a viemes.

10. Personal de contacto para dudas v aclaraciones sobre el estudio

51 tiene preguntas o quiere hablar con alguen sobre este estudio de investigacion poede commuicarse
de 3:00 a 16:00 brs, de lunes a viernes con el Dr. Adan Valladares Salgade mvestigador responsable,
al telefono: 56276900 ext. 21477 o acudiendo directamente a la Umnidad de Investizgacion Meédica en
Biogquimica ubicada en el primer piso del Hospital de Especialidades en el Centro Medico Nacional
Siglo XXT del IMSS. Direccion: Av. Cuauhtémoc 330 Coloma Doctores, C.P. 06725, México D.F.

11. Personal de contacto para dudas sobre sus derechos como participante en un estudio de
investigacion

51 usted tiene dudas o preguntas sobre sus derechos al participar en un estmdio de investigacion, puede
comumicarse con los responsables de la Comusion de Efica en Itrl.'esngacmn del IMSS, a los Tel.

36276900-21216, de 9 a 16:00 hrs de lunes a viernes. o si asi lo prefiere al comreo electromico:

conise@cis.gob.mx. La Comisién de Etica se encuentra ubicada en el Edificio del Bloque B, Unidad
de Congresos piso 4, Centro Meédico Nacional Siglo XXI, Av. Cuauhtémoc 330 Coloma Doctores,

CP. 06725, México DF.

11. Declaracion de consentimiento informado

Declaro que se me han informado los posibles riesgos si acepto participar, como la formacion de un
moreton en el sitio de la puncion. También se me ha informado sobre los beneficios tales comeo la
evalnacion integral por el medico participante, la enfrega de los resultados por escrito v la
recomendacion medica en caso de observar alguna comphcacion  Ademas se me explico que podre
contribuir al estudio genético para el conocinuento sobre la susceptibilidad a padecer diabetes tipo 2
que tepemos los mexicanos. Se me explico ampliamente que todos nus datos seran manejados de
forma anomima y confidencial, tambien tengo la hibertad de abandonar el estudio al momento que lo
considere. El mvestigador pnincipal v el equpo medico, se han comprometido a danme informacion
oportuna sobre cualquier pregunta y los nesgos v beneficios o cualgqueer otro asunto relacionado con la
mvestigacion o con o enfermedad.

Ademas. los investigadores se comprometen al wso no lucrativo y responsable de las alicuotas de
DNA (no comercializacion, no muphua del anonimato) por parte de las instancias que participan dentro
v fuera del IMSS.

Por favor marque con una X una de las opciones cajas que se presentan abajo (unicamente debe
indicar la opcion que corresponda)

[ ] 5i autorizo se almacene la alicuota de DNA para estudios fotwros que pudieran realizarse dentro
de los 10 afios sigmientes.

[ ] No autonizo se almacene la alicuota de DINA para estudios foturos que pudieran realizarse dentro

de los 10 afios sigmientes.
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Nombre del Participante

Firma del Participante Fecha

Firma del encargado de obtener el consentimiento informado

Le he explicado el estudio de investigacion al participante y he contestado todas sus preguntas.
Considero que comprendic la informacion descrita en este documento v libremente da su
consentimiento a participar en el estudio de investigacion.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado

Firma del encargado de obtener el CI Fecha

Firma de los testigos
Mi firma como testigo certifica que ella participante firmé este formato de consentimento
informado en o presencia. de manera voluntaria.

Nombre y direccion del Testigo 1 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha
Nombre y direccion del Testigo 2 Parentesco con participante
Firma del Testigo Fecha
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12.3. Autorizacion de la comisién nacional de investigacion cientifica

IMPRIMIR DICTAMEN

.

L)

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

DIRECCION DE PRESTACIONIES Ml"DK:AS
UNIDAD DF EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SAI vD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALLD

2011, Afio del Turismo en Mexico™

17 de mayo del 2011
Ref. 09-BS-61-2800201100/  ()183q

Dr. Cruz Lopez Miguel :
Unidad de Investigacion Médica en Bioguimica Sigla XXI
Nivel Central

Presente:

Informo a usted que el protocolo titulado: Escaneo genémico completo del paciente con
diabetes tipo 2 para la basqueda de nuevos marcadores de asociacién con la
enfermedad, fue sometido a la consideracién de esta Comision Nacional de Investigacion
Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de las
normas vigentes, con base en las opiniones de los vocales de la Comision de Etica y
Cientifica, se ha emitido el dictamen de AUTORIZADO. con nitmero de registro: R-
2011-785-018.

De acuerdo a la normatividad institucional vigente, deberé informar a esta Comisién en los
meses de Junio y Diciem/eada ano, acerca del desarrollo del proyecto a su cargo.
Atentamente,

Presidente ;
Comision Naciona

igacion Cientifica
Anexo come

ﬁ’-’m«m iah. F-CNIC-2010-72
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