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RESUMEN:

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es una enfermedad cronico-degenerativa
caracterizada por niveles elevados de glucosa en sangre, causada por un estado
continuo de resistencia a la insulina (RI). La Rl es generada por una combinacion
de diversos factores de riesgo, dentro los que se destacan los polimorfismos
asociados a la via PI3k/Akt, como los polimorfismos rs1801278 presente en el gen
del sustrato receptor de insulina numero 1 (IRS1), y el rs3842729, presente en el
gen de la insulina (INS). Existen pocos estudios que relacionen dichos
polimorfismos con indicadores de control metabdlicos y el riesgo aditivo para
DMT2 en sujetos mexicanos, por lo que el objetivo del presente estudio es
determinar la asociacion de los polimorfismos de los genes INS e IRS1 con el
riesgo de padecer DMT2 y descontrol metabdlico en sujetos de poblacion

mexicana.

Se realiz6 un estudio de tipo retrospectivo observacional derivado de una
investigacion realizada en sujetos con diagndstico de DMT2 (ConDMT2) (n=100)
comparados por edad y sexo con sujetos sin diagnéstico de esta enfermedad
(SinDMT2) (n=99). Se evaluaron datos asociados a descontrol metabdlico,
ademas se realiz6 el analisis de los polimorfismos rs1801278 de IRS1 y
rs3842729 de INS. Existid asociacion del descontrol de indicadores metabdlicos y
el riesgo de DMT2 con polimorfismos de los genes INS e IRS1 en poblacién
mexicana, ya que los resultados indican que el genotipo heterocigoto (G/A)
presente en el polimorfismo del gen INS no genera riesgo para la enfermedad de
DMT2 en los sujetos analizados, con un valor OR de 0.45 (IC 95% 0.2 - 0.93, p =
0.04). Sin embargo, al agregar otras variables como IMC, nivel de glucosa en
ayunas, HbAlc, triglicéridos y colesterol, estos valores se transforman en factores
de riesgo para el desarrollo de la enfermedad. Ademas, se encontré que el riesgo
aditivo de los polimorfismos analizados aumenté a casi el doble (OR 1.88 (IC 1.03
— 3.44) p=0.04) a padecer DMT2.



ABSTRACT:

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic-degenerative disease characterized
by elevated blood glucose levels, caused by a continuous state of insulin
resistance (IR). IR is generated by a combination of various risk factors, including
polymorphisms associated with the PI3k/Akt pathway, such as the rs1801278
polymorphism present in the insulin receptor substrate number 1 gene (IRS1), and
rs3842729, present in the insulin gene (INS). There are few studies that relate
these polymorphisms with indicators of metabolic control and the additive risk for
T2DM in Mexican subjects, so the objective of the present study is to determine the
association of the polymorphisms of the INS and IRS1 genes with the risk of

suffering T2DM and metabolic decontrol in subjects of the Mexican population.

A retrospective observational study was carried out derived from an investigation
carried out in subjects diagnosed with T2DM (WithT2DM) (n=100) compared by
age and sex with subjects without a diagnosis of this disease (WithoutT2DM)
(n=99). Data associated with metabolic lack of control were evaluated, as well as
the analysis of the IRS1 rs1801278 and INS rs3842729 polymorphisms. There was
an association between the lack of control of metabolic indicators and the risk of
T2DM with polymorphisms of the INS and IRS1 genes in the Mexican population,
since the results indicate that the heterozygous genotype (G/A) present in the INS
gene polymorphism does not generate risk for the T2DM disease in the subjects
analyzed, with an OR value of 0.45 (95% CI 0.2 - 0.93, p = 0.04). However, by
adding other variables such as BMI, glucose level, HbAlc, triglycerides, and
cholesterol, these values become risk factors for the development of the disease.
In addition, it was found that the additive risk of the polymorphisms analyzed
increased almost twice (OR 1.88 (Cl 1.03 - 3.44) p=0.04) of suffering T2DM.
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|. ANTECEDENTES

1.1 Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de trastornos metabdlicos caracterizados
por niveles elevados de glucosa en sangre (1,2). Es consecuencia de la
deficiencia en la accion de la insulina, causada por una disfuncién endocrina del
pancreas o por la alteracion en los tejidos, que pierden su sensibilidad a la insulina
(1,3). La diabetes se puede clasificar en las siguientes categorias generales:

1. Diabetes Mellitus Tipo 1: Se refiere a la destruccién de células B del

pancreas, que conduce a una deficiencia parcial o absoluta de insulina
como resultado de factores inmunolégicos.

2. Diabetes Mellitus Tipo 2: Es debida a una pérdida progresiva de la

secrecion de insulina de células B del pancreas, o por resistencia a la

insulina.

3. Diabetes Mellitus Gestacional: Es un trastorno caracterizado por resistencia
a la insulina, diagnosticado durante el embarazo.

4. Tipos especificos de diabetes con causas conocidas: Como las causadas

por enfermedades que implican una deficiencia exocrina pancreatica,
endocrinopatias, defectos genéticos de la funcién de las células B del
pancreas, defectos genéticos de la accion de la insulina, infecciones o por
enfermedad autoinmune (1,4).

1.2 Diabetes Mellitus Tipo 2

La Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMTZ2), anteriormente conocida como "diabetes no
dependiente de insulina" o "diabetes de inicio en adultos" (4,5), es una
enfermedad cronico-degenerativa que se distingue por la presencia de resistencia
a la insulina, condicién en la que las células que habitualmente responden a la

insulina dejan de hacerlo; o por una deficiencia relativa de esta hormona en el



organismo (5). Se asocia con una falta de adaptacién al incremento en la
demanda de insulina (3,5).

Segun la normativa nacional para la prevencién de la diabetes, se establece el
diagnéstico de DMT2 si existe presencia de los sintomas caracteristicos de la
enfermedad: poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso (6,7); Una glucemia
plasmatica en ayuno mayor a 126 mg/dL, glucemia plasmatica casual mayor a 200
mg/dL; y una prueba de hemoglobina glucosilada (HbAlc) mayor o igual 6.5% (7).

De acuerdo a la Federacion Internacional de Diabetes, actualmente esta
enfermedad afecta a mas de 463 millones de personas en todo el mundo, y se
prevé que para el 2030 existan a nivel mundial 578 millones personas con este

padecimiento (8).

En México, segun los datos obtenidos de la Encuesta de Salud y Nutricion
(ENSANUT) 2018-19 10.3% de la poblacion de 20 afios y mas (Figura 1), present6
diagndstico médico previo de diabetes, siendo los estados de Campeche (14%),
Tamaulipas (12.8%), Hidalgo (12.8%), Ciudad de México (12.7%) y Nuevo Leon
(12.6%) los estados con la mayor prevalencia de esta enfermedad (Figura 1) (9).
En la ENSANUT 2021, se reporté que 15.8% de la poblacion padecia DM, de los
cuales, 5.4% desconocia su condicién (10).



Estados Unidos Mexicanos:10.3

W [12.0,14.0]
W [10.8,11.9]
[ 9.6,10.7]
[ 7.4, 95]

Figura 1. Porcentaje de la poblacion de 20 afios y més con diagndstico médico previo de diabetes
por entidad federativa Ensanut 2018-19.

Ags.: Aguascalientes; B.C.: Baja California; B.C.S.: Baja California Sur; Camp.: Campeche; CDMX:
Ciudad de México; Coah.: Coahuila; Col.: Colima; Chis.: Chiapas; Chih.: Chihuahua; Dgo.:
Durango; Gto.: Guanajuato; Gro.: Guerrero; Hgo.: Hidalgo; Jal.: Jalisco; Méx.: Estado de México;
Mich.: Michoacén; Mor.: Morelos; Nay.: Nayarit; N.L.: Nuevo Leon; Oax.: Oaxaca; Pue.: Puebla;
Qro.: Querétaro; Q.R.: Quintana Roo; S.L.P.: San Luis Potosi; Sin.: Sinaloa; Son.: Sonora; Tab.:
Tabasco; Tams.: Tamaulipas; Tlax.: Tlaxcala; Ver.: Veracruz; Yuc.: Yucatan; Zac.: Zacatecas.
Obtenido de ENSANUT 2018 (9).

Diversos factores influyen en la aparicién y desarrollo de complicaciones en esta
enfermedad, como una vida sedentaria, sobrepeso u obesidad, dislipidemias,
hipertension arterial, dieta rica en hidratos de carbono, factores hormonales,
microbiota intestinal, y la herencia poligénica (3,11), por lo que se recomienda que
el diagndstico de DMT2 sea realizado de manera integral con otras condiciones

clinicas asociadas a la resistencia a la insulina (7).

Las complicaciones directas de la DMT2 son estados metabdlicos graves, como
hiperglucemias, hipoglucemias, cetoacidosis diabética y acidosis lactica (12), que
pueden dar lugar a trastornos graves como neuropatias, enfermedad renal
cronica, enfermedad cardiovascular, enfermedad cerebrovascular, pérdida de la
vision, inmunosupresion, entre otras (13), y pueden causar la muerte de quienes

las padecen (2).



Por ello, es necesaria la continua evaluacion del estado de salud de estos
pacientes, y el cumplimiento de las metas de control metabdlico (Tabla 1) que
incluyen el alcanzar cifras adecuadas de glucosa en sangre, colesterol total,
colesterol de baja densidad (C-LDL), colesterol de alta densidad (C-HDL),
triglicéridos, presion arterial, indice de masa corporal (IMC), circunferencia

abdominal y hemoglobina glucosilada (7,14,15).

Tabla 1. Valores de referencia en parametros bioquimicos y antropométricos en
sujetos sanos y pacientes con DMT2.

Parametros Valores Valores
bioquimicos y recomendablesen Ref. recomendablesen Ref.
antropometricos pacientes sanos pacientes con DMT2

Glucemia en ayunas

| (ma/dL) o <126 (7 90 - 130 4)
Glucemia posprandia
de dos horas (mg/dL) <200 (7) <180 (4)
HbAlc (%) <6.5% (7) <7 (16)
Colesterol total
| (rgg/dL) <200 (17) <200 )
Triglicéridos en ayuno
(mg/dL) <150 (17) <150 (7)
C-LDL (mg/dL) <100 (17) <100 )
C-HDL (mg/dL) > 40 (17) > 40 (7)
Pre?:ﬁ;ﬁg;?”a' <120/80 (18) <140/80 7)
IMC (kg/m?) >18.5y <25 7) >18.5y <25 (16)
Circunferenciade <90 para hombres y (19) < 94 para hombres y (16)
cintura (cm) < 80 para mujeres < 90 para mujeres

HbA1lc: Hemoglobina glucosada; IMC: indice de masa corporal; C-LDL: Colesterol lipoproteinas de
baja densidad, C-HDL: Colesterol lipoproteinas de alta densidad.

La resistencia a la insulina también se ha asociado con el desarrollo de
dislipidemias, esto es debido a que la insulina inhibe la lipdlisis, provocando la falta
de funcién de la insulina, que se genere una mayor movilizaciéon de acidos grasos
libres y se provoque un aumento de triglicéridos plasmaticos y C-HDL plasmaético
bajo, lo que da como resultado un mayor riesgo de enfermedades

cerebrovasculares (20).



1.2.1 Insulina

La insulina (INS) es una hormona anabdlica, miembro de la familia de péptidos
denominada “factores de crecimiento insulinoides” (3). Es un péptido de 51
aminoéacidos producido y secretado a la sangre por las células 8 de los islotes
pancreaticos de Langerhans (5,21). El gen de la insulina tiene una longitud
aproximada de 1.5 Kb, se ubica en el cromosoma 11p15.5 y estd compuesto por 3
exones y 2 intrones, de los cuales solo el segundo y el tercer exon codifican
proteinas (22,23).

La insulina esta involucrada en el metabolismo de la glucosa (3,21), el
metabolismo de lipidos, la produccion hepatica de VLDL, activa la lipoproteinlipasa
(24), regula el metabolismo del ciclo de las pentosas fosfato y la sintesis de
glucogeno en el higado (25), y es inducida principalmente en respuesta al

incremento de glucemia (3).

Ademas, esta hormona es responsable de controlar la captacién, utilizacion y
almacenamiento de nutrientes celulares; aumenta la absorcion de glucosa de la
sangre, en el higado inhibe la gluconeogénesis, la glucogendlisis y la cetogénesis,
y promueve la sintesis de proteinas. Sus acciones biologicas se inician cuando se

une con su receptor (5).

1.2.1.1 Viade lainsulina por PI3K/Akt

En el tejido del musculo esquelético, cardiaco y tejido adiposo, el ingreso de
glucosa es estimulado por insulina por la via PI3K/Akt (26). El receptor de insulina
(IR) es una glucoproteina integral de membrana, el cual esta formado por dos
subunidades a, que contienen el sitio de unidn para la insulina; y dos subunidades

B, que son activados por autofosforilacion de varios residuos de tirosina (5).

Los residuos autofosforilados son reconocidos por diferentes proteinas

adaptadoras, entre las que se incluyen miembros de la familia del sustrato del



receptor de insulina (IRS), que es el principal mediador de las acciones
metabdlicas de la insulina, especialmente la isoforma 1 (IRS1) (3,5).

El gen del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1) tiene una longitud de 68.4 kb,

contiene dos exones y esta ubicado en el cromosoma 2936 (27)

El sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1) juega un papel critico en la
sefalizacion de la insulina y su control tiene un lugar importante en el desarrollo

de la resistencia a la insulina.

El IRS1 es fosforilado por la cinasa del receptor de la insulina, posteriormente se
une a la fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K), lo cual provoca la activacion de la via
(Figura 2) (5).

Glucosa
Glucosa  Glucosa
Receptor *

Ins

+ Glucosa

de insulina Glucosa ™,

£ 3
GLUT-4

Membrana

plasmatica plpe 2+ PIE3

@ Expresion
de GLUT-4

m Rab-GTP act. /
-/

Rab-GDP inh.

Figura 2. Via de sefializacion de la insulina por PI3K/Akt
IRS1: Sustrato receptor de insulina 1; Ins: Insulina; PI3K: Fosfatidilinositol — 3 cinasa; GLUT4:

Transportador de glucosa tipo 4.Modificado de (5).



La interaccion entre las subunidades reguladoras y las proteinas IRS1 provoca la
activacion de la subunidad catalitica de PI3K (heterodimeros formados por una
subunidad reguladora como p85a, p55a, p50a, p85B o p55PIK, y una subunidad
catalitica p710a, p1108 o p11008) (26). La PI3K fosforila a fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP2) para producir fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) (3,26).

El PIP3 sirve como sitio de unién para cinasas como PDK1 (cinasa dependiente
de fosfoinositidos-1), y Akt o proteina cinasa B (PKB) (26,28). Akt regula varios de
los efectos metabdlicos de la insulina, como incorporando la glucosa a la célula a
través de la translocacion de GLUT4 (5,26,28).

La fosforilacion de tirosina de IRS1 sirve como molécula de acoplamiento para
efectores posteriores como la fosfatidilinositol 3-cinasainasa (PI3K) y la
fosfotirosina fosfatasa-2 (29), lo que resulta en una disminucién de las moléculas
del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) en la membrana externa de los tejidos
musculares y adiposos. Esto disminuye la captacion de glucosa en estos tejidos

desde la sangre, y puede producir resistencia a la insulinay DMT2 (30).

A nivel molecular, la resistencia a la insulina es la consecuencia de las
alteraciones en la sefializacion de esta hormona, que puede deberse a variantes
genéticas postraduccionales de su receptor o de proteinas efectoras localizadas

rio abajo del mismo, como los polimorfismos (5).

1.2.2 Polimorfismos y Diabetes Mellitus Tipo 2

Los polimorfismos son variantes del genoma que se transmiten a la descendencia
y adquieren cierta frecuencia en la poblacion tras mdltiples generaciones. Los
polimorfismos son de interés debido a su peso en el desarrollo de enfermedades o

su posible influencia ante factores de riesgo (31).

Los polimorfismos de un solo nucleétido (single nucleotide polymorphism, SNP)
son los mas frecuentes, y como su nombre lo indica, son variantes de una base

nitrogenada en la secuencia nucleotidica normal del genoma de algunos



individuos (31). Se han reportado cerca de 11 millones de SNP, y se encuentran
en promedio cada 250 pb (32).

Se distinguen de las mutaciones por su frecuencia, ya que los polimorfismos se
presentan en una proporcion mayor al 1% (33); y también se distinguen por su
penetrancia, puesto que en el caso de las mutaciones, los portadores de la
variante suelen manifestar la enfermedad con una alta probabilidad (31), mientras
que los polimorfismos solo pueden influir en la aparicion de la enfermedad en

presencia de otros factores de riesgo detonantes (31,32).

Se clasifican de acuerdo con la region donde se ubican y al efecto que ejercen, en:
iISNP, si estan localizados en regiones intronicas; cSNP, en regiones codificantes
(exones); rSNP, en regiones reguladoras, y gSNP, localizados en regiones
intergendmicas. Los cSNP pueden estar representados por SNP’s sinénimos
(SSNP) o no sinénimos (nsSNP) (33).

e Reguladores (rSNP y miR-rSNP): Localizados en los promotores de genes
codificantes de proteinas y no codificantes y afectan la expresion génica
(34).

e Estructurales (srSNP y miR-srSNP): Se ubican en la estructura de los
MRNA precursores (pre-mRNA) y los mMRNA maduros se denominan SNP
RNA estructurales (srSNP). Estos alteran la traduccion, la estabilidad, la
longitud y la interaccion de mRNA/miRNA, ademas de la estructura, el

procesamiento y la funcion de los miRNA (34).

e Codificantes: Se denominan sinénimos (sSNP; involucran un cambio de
nucledtido y de codon, pero no de aminoacido) y no sinébnimos (nsSNP;
cambio de aminoacido). Los nsSNP se subdividen en nsSNP sin sentido
(missense) y de sentido erroneo (nonsense). Los primeros generan un
cambio de un aminoacido. y los segundos generan un coddén de paro y

terminacion prematura de la proteina (34).



Dentro de los genes que intervienen en la regulacion de las principales proteinas
de la via de sefializacidon de la insulina por PI3K/Akt, se destacan el INS e IRS1. A
continuacion, en la tabla 2, se presenta un resumen de estudios relacionados con

los polimorfismos de interés, asociados a la enfermedad de DMT2.



Tabla 2. Estudios previos de asociacion de DMT2 con polimorfismos de los genes
incluidos en el presente trabajo.

Gen Nombre del | Afio vy | Enfermedad Polimorfismos Poblacion de estudio Informacion Ref.
involucrado | autor pais asociados
INS Kisand, K. & | 2012, Diabetes INS: -2221Mspl | Poblacién de Estonia. | No se encontré asociacion entre lo| (35)
Uibo, R. Estonia | mellitus tipo 1, | rs3842729. 229 controles no | genotipos con el riesgo de DMT?2.
tipo 2 y diabéticos, 154
diabetes pacientes con DMT1, 65
autoinmune pacientes LADA y 260
latente en pacientes con DMT2.
adultos
(LADA)
INS Lewandowski, | 2021, Concentracién | INS: rs3842729 | 117 individuos de 20 a | Mayor riesgo para padecer DMT| (36)
L.etal. Polonia | plasmética de 84  afios, 42  se | (OR=1.926) en los individuos co|

las isoenzimas
superéxido
dismutasa e
insulina en
DMT2

incluyeron en el grupo
de no diabéticos, 23
personas en el grupo de
diabéticos, 61 personas
en el grupo de no
obesos y 56 personas

en el grupo de obesos.

G/G,

concentracién de glucosa, insulina

genotipo mientras  qu

HOMA-IR menores en individuo

del genotipo A/G.
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Tabla 2. Estudios previos de asociacion de DMT2 con polimorfismos de los genes
incluidos en el presente trabajo. (Continuacion).

Gen Nombre del | Afio vy | Enfermedad | Polimorfismos | Poblacion de estudio Informacién Ref.
involucrado | autor pais asociados
IRS1 ljaz, A. etal. | 2019, DMT2 IRS1 926 pacientes | Para Gly972Arg el analisis de genotipos | (37)
Pakistan Gly972Arg paquistanis, de los | combinados mostré que la diferencia en las
(G972R): cuales 500 individuos | frecuencias de alelos y genotipos alcanzé una
rs1801278 eran controles sanos y | diferencia estadistica entre los casos y los
426 casos con DMT2. | controles, asi como que la razén de
probabilidades aumenté en combinaciéon con
otro polimorfismo.
IRS1 Thangavelu, | 2017, Sindrome IRS1: 169 mujeres con SOP | EI SNP rs1801278 (P = 0.002; OR = 2.88; IC | (38)
M. et al. India de ovario | rs1801278. y 169 mujeres control | del 95% = 1.43, 5.80) muestra una asociacion
poliquistico con SOP en la poblacién del sur de la India.
(SOP)
IRS1 Yousef, A. et | 2018, DMT2 y | IRS1: Se evaluaron dos | Tomando como referencia el genotipo GG y el alelo | (39).
al. Egipto resistencia a | Gly972Arg grupos. 100 pacientes | G, los genotipos GA, GA+AA y el alelo A mostraron
la insulina rs1801278 con DMT2, y 120 | una frecuencia significativamente mayor en el

controles no diabéticos.

grupo de DMT2 en comparaciéon con el grupo
control, con mayor riesgo de desarrollar DMT2 en

los controles sanos.
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Tabla 2. Estudios previos de asociacion de DMT2 con polimorfismos de los genes
incluidos en el presente trabajo. (Continuacion).

Gen Nombre Afio y pais | Enfermedad Polimorfismos | Poblacién de estudio Informacion Ref.
involucrado | del autor asociados
IRS1 Garcés, 2015, Riesgo IRS1: 279 nifios con edades | Se encontro diferencia significativa en la | (40).
M. et al. Venezuela | cardiometabdlico | Gly972Arg comprendidas entre 2- | distribucién de los diferentes genotipos
rs1801278 12 afos, clasificados | del gen de IRS1 en los nifios con
en: a) nifios obesos | sobrepeso/obesidad sin resistencia a la
sin resistencia a la | insulina y nifios con sobrepeso/obesidad
insulina (n=135), b) | con resistencia a la insulina con respecto
nifios obesos con | al grupo.
resistencia a la
insulina (n=80) y c)
nifos controles sanos
(n=64).
IRS1 Burguette- | 2010, DMT2 IRS1: Pacientes diabéticos | De los 4 SNP estudiados, solo | (41)
Garcia, et | México rs1801276, (n=444) 'y controles | rs1801276 mostré diferencias
al. sanos (n=444). significativas entre casos y controles, con

una frecuencia alélica del 2.6% en los

controles frente al 7.9% en los casos.
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1.2.2.1 Gen INS

El gen INS, localizado en el cromosoma 11p15.5, codifica a la hormona insulina.
Su polimorfismo rs3842729, también conocido como 2163106 G>A o -2221 Mspl,
es una variante de la region reguladora, que genera el cambio de guanina por
adenina en la posicion 2163106 (42).

En un estudio realizado por Kisand y colaboradores en 2012 no se encontrd
asociacion entre los polimorfismos del gen INS investigados (rs689 y rs3842729)

con el riesgo de DMT2 en poblacion de estonia (35).

En un metaanalisis realizado por Zhang, y colaboradores en 2015, se destacé el
papel del polimorfismo rs3842729, encontrandose una asociacion entre el alelo G

con el riesgo de diabetes mellitus tipo 1 (43).

Lewandowski y colaboradores (2021) observaron en poblacion polaca que los
individuos con genotipo G/G tenian mayor riesgo a padecer DMT2 (OR=1.926),
mientras que aquellos con genotipo heterocigoto (A/G), quienes no presentaban
riesgo o proteccion ante (OR= 1.000). Ademas, se observd una concentracién de
glucosa menor en individuos del genotipo heterocigoto en comparacion con los del
genotipo silvestre (G/G), y valores medios de insulina y HOMA-IR menores en

individuos del genotipo heterocigoto (36).

No se encontraron estudios sobre este polimorfismo en poblacion mexicana, sin
embargo, dado que el alelo G de este polimorfismo ha sido asociado
anteriormente con mayor riesgo a padecer DMT2 (36,43), resulta relevante el
analisis de este polimorfismo en la enfermedad de DMT2, principalmente en esta

poblacion.
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1.2.2.2 Gen IRS1

El gen que codifica para el sustrato del receptor de insulina (IRS1), ubicado en el
cromosoma 2036, es un elemento clave en la cascada de sefializacion de la
insulina (40). Las variantes genéticas en este gen se han reportado que estan

asociadas con DMT2 y a la resistencia a la insulina en algunas poblaciones (39).

El polimorfismo rs1801278, conocido como GIly972Arg o 2911G>A, es un
polimorfismo no sinénimo (39,44). Este polimorfismo genera un cambio en el
nucledtido G del aminoacido glicina (GGG) en el codon 972, cambiandolo por el

nucleodtido A y el aminoacido arginina (AGG) (39).

El genotipo mutante presente en el polimorfismo rs1801278, es decir Arg972, ha
sido asociado con la resistencia a la insulina, debido a que IRS1 codifica una
proteina que es fosforilada por el receptor de insulina tirosina cinasa, este
polimorfismo debilita la capacidad de esta hormona para activar la via de
sefalizacion de la cinasa IRS1 / PI3K / Akt / en tejidos (39).

En un estudio realizado por Martinez-Gomez y colaboradores en poblacion
mexicana (2011), donde se buscaba determinar la asociacion de los polimorfismos
del gen IRS1 (rs1801278), CAPN10 (rs3792267), TCF7L2 (rs7903146 vy
rs12255372) y PPARG (rs1801282) con la DMT2 en personas de Guerrero y de la
Ciudad de México, la variante Gly972Arg del gen IRS1 mostré la asociacidbn mas

fuerte para DMT2 en ambas poblaciones analizadas (44).
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Il. JUSTIFICACION

La Diabetes Mellitus Tipo 2 es una enfermedad con alta incidencia a nivel mundial.
Es determinado por diversos factores, entre los que se destacan la obesidad y la
herencia poligénica. El descontrol metabdlico puede ser consecuencia de un
tratamiento inadecuado de esta enfermedad y/o por una carga genética que lo
favorezca, este descontrol puede provocar patologias graves y costosas, que

conducen a la hospitalizacion e incluso la muerte prematura del paciente.

Se sabe que los polimorfismos presentes en los genes INS e IRS1 se encuentran
relacionados con la resistencia a la insulina y DMT2, sin embargo, se han
reportado pocos estudios que relacionen dichos polimorfismos con indicadores de
control metabdlicos y el riesgo aditivo para DMT2 en sujetos mexicanos, por lo que
en la presente investigacion se pretende determinar si los polimorfismos presentes
en los genes INS e IRS1 estan relacionados con el riesgo de DMT2 y descontrol

metabdlico en sujetos mexicanos.
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lll. HIPOTESIS

Existe asociacion del descontrol de indicadores metabdlicos y el riesgo de DMT2

con polimorfismos de los genes INS e IRS1 en poblacion mexicana.

IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Determinar la asociacion de polimorfismos en los genes INS e IRS1 con el riesgo
de padecer Diabetes Mellitus Tipo 2 y descontrol metabdlico en sujetos de

poblacion mexicana.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar las frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos
rs3842729 de INS y rs1801278 de IRS1 de sujetos mexicanos con DMT2 y
en sujetos mexicanos sin diagnostico de DMT2 mediante la técnica PCR-
RFLP.

2. Determinar el riesgo de padecer DMT2 con los polimorfismos rs3842729 de
INS y rs1801278 de IRS1 en una muestra de poblacion mexicana.

3. Determinar el riesgo de indicadores de control metabdlico alterados con los
polimorfismos rs3842729 de INS y rs1801278 de IRS1 con en una muestra
de poblacion mexicana.

4. Determinar el riesgo aditivo de DMT2 y los polimorfismos rs3842729 de INS
y rs1801278 de IRS1 de sujetos mexicanos con y sin diagndstico de la

enfermedad.
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V. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El presente estudio es tipo casos y controles, derivo de una investigacion previa
en pacientes con DMT2, realizado por el M.C.N. Jorge Alejandro Portillo Jacobo,

bajo la direccién de la Dra. Ollin Celeste Martinez Ramirez.

Dicha investigacion se realizo en sujetos con diagnoéstico de DMT2 (ConDMT?2) de
centros de salud del estado de Morelos de los municipios de Amayuca (2%),
Cuautla (15%), Cuernavaca (48%), Jiutepec (1%), Nexpa (16%), Pueblo Viejo
(4%), San Pablo Hidalgo (8%) y Yautepec (6%). Ademas del consultorio médico
privado Glucomédica (ConDMT2 n= 100). El grupo ConDMT2 estuvo integrado por
un 70% de mujeres y 30% de hombres, con una edad promedio de 54.95 + 11.42
afos. En este estudio se respetan los principios bioéticos beneficencia y no
maleficencia, justicia y autonomia, de tal manera que todos los pacientes de este
grupo participaron de manera voluntaria y recibieron una explicacion verbal y
escrita de los objetivos del proyecto. Ademas, los participantes de dicho grupo
firmaron un formato de consentimiento informado y se les entregé una copia de

este (Anexo ).

Adicionalmente, la toma muestras biolégicas y el uso de los resultados analiticos
para investigacion, fueron aprobados por el comité de Etica en investigacion del
Hospital Henry Dunant de Cuernavaca, Morelos (Anexo 2), y el Comité de Etica
del Instituto de Ciencias Biomédicas de la UNAM (Anexo 3).

Los sujetos con diagnostico de DMT2 fueron pareados por edad y sexo con
sujetos sin diagnoéstico de DMT2 (SinDMT2 n= 99), cuyos datos se tomaron de un
banco de pacientes del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM,
recolectadas de donadores del banco de sangre del Centro Médico Nacional Siglo
XXI. Este grupo tuvo un total de 69.7% de mujeres y 30.3% de hombres, con una
edad promedio de 55.69 + 10.34 afios.
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Los criterios de inclusibn tomaron en cuenta para los ConDMT2 a aquellos
individuos mexicanos, no relacionados entre si, con diagnostico de DMT2 de al
menos un afio de evolucidn, que presentaran informacion completa y aceptaron

participar en el estudio.

Para los sujetos sin diagnostico de DMT2 fueron incluidos muestras de DNA de
sujetos mexicanos, no relacionados entre si, y sin diagnostico de la enfermedad.

Fueron excluidos aquellos participantes que no cumplieran estos criterios.

Para el presente estudio fueron evaluados los datos de indice de masa corporal
(IMC), glucosa en ayunas, colesterol, triglicéridos y hemoglobina glucosilada
(HbAlc). Ademas, se realiz6 el analisis de los polimorfismos presentes en los

genes INS e IRS1 respectivamente.

5.1 Determinacion de IMC

Los datos de IMC de los pacientes con diagnostico de DMT2 fueron recolectados
por estudiantes de la Maestria en Ciencias de la Nutricién y estudiantes de la
Licenciatura en Nutricidon, quienes previamente acudieron a un taller de
estandarizacion de medidas antropométricas impartido en noviembre 2016 en la
Facultad de Nutricion de la UAEM.

Los datos de IMC de los pacientes con diagnostico de DMT2 fueron

proporcionados por el personal del centro de salud del cual provenia la muestra.

5.2 Evaluacion bioquimica

Los valores de glucosa, colesterol, triglicéridos y hemoglobina glucosilada
(HbAlc), fueron obtenidos de los expedientes médicos, realizados en laboratorios
clinicos de los hospitales de los servicios de salud de Morelos (ConDMT?2) y del
Hospital Centro Médico Nacional Siglo XXI (SinDMT2). Estos datos fueron de los

ultimos 3 meses antes de la recogida de datos.
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5.3 Obtencion de DNA

EL DNA de las muestras biolégicas fue obtenido anter del inicio del presente
proyecto mediante el método de gradiente de sacarosa (modificado de Lahiri &
Numberger, 1991) (45), en el Laboratorio A de la Facultad de Nutricion de la
UAEM vy en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM en el
laboratorio de Medicina gendémica a cargo de la Dra. Julieta Rubio Lightbourn.

Posteriormente las muestras de DNA se almacenaron a -20 grados en un

ultracongelador Termoscientific hasta el momento de la genotipificacion.

5.3.1 Genotipificacion

Para realizar la genotipificacion se utilizé la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa seguida por la digestion con enzimas de restriccion (RFLP-PCR).

Se utilizd6 un termociclador modelo Multigene Optimax, marca Labnet, con las

siguientes condiciones para la PCR (Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleétidos y condiciones para las pruebas de PCR.

Polimorfismo Oligos Amplicon Temperatura de Ref.

alineamiento

5 GGC TTG ACC GGC CAG
INS GGT GTC CCC &

283 pb 68 °C (36)

rs3842729 5 ACC CCC AGC TGC AAC

CTC AGG GGC T 3
5 CTT TCC ACA GCT CAC
CTTC 3

IRS1 198 pb 57 °C (46)

5 GTT AGG CCT GCA AAT

rs1801278
GTCTAZ

Posteriormente, para verificar los productos de PCR, se corrieron las muestras en
un gel de agarosa al 4% con 4 uL buffer de carga marca Thermoscientific y 4 uL

de muestra. En el primer pozo se depositd un marcador de peso molecular para

19



DNA marca Invitrogen de 100 pares de bases y se corrid en una camara de
electroforesis durante 30 minutos, posteriormente el gel se impregno con bromuro
de etidio en concentracion al 10% durante 10 minutos y se observd con luz
ultravioleta en un transiluminador modelo PrepOne Sapphire, marca Embitec. Los
productos amplificados fueron secuenciados en el laboratorio del Instituto de
investigaciones Biomédicas para asegurar que el fragmento amplificado

correspondiera a los genes de interés.

5.3.2 PCR-RFLP

Una vez comprobados los productos amplificados mediante PCR se utilizé la
técnica de RFLP (polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién por sus
siglas en inglés). Se realiz6 incubacién para digestién con la enzima de restriccion
de acuerdo con las instrucciones especificadas por el fabricante (Tabla 4), para
conocer el sitio de corte de los fragmentos estos se separaron por electroforesis
en geles de agarosa al 4% y fueron visualizados en el transiluminador modelo

PrepOne Sapphire, marca Embitec.

Tabla 4. Condiciones para la prueba PCR-RFLP.

o Tamafio de Fragmentos digeridos
Condiciones

Polimorfismo  Enzima de ) » Ref.
L de digestion
restriccion Silvestre  Heterocigoto Mutante
Mspl,
AlG: A/A:
(Thermo G/G:
. 8 bp, 8 bp,
INS Fisher 37.0-C,3U 8 bp,
— 275 bp, 275 bp (36)
rs3842729 Scientific, Mspl, 2.5 h. 145 bp,
145 bp,
cat. no. 130 bp
130 bp
ER0541).
Smal AlG:
] G/G:
(BioLabs, 198 pb A/A:
IRS1 2 yL de Smal 171 pb (46)
New England, 171 pb 198 pb
rs1801278 27 pb.
USA). 27 pb
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5.2 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa estadistico GraphPad Prism version
8.0.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.,
www.graphpad.com) con licencia oficial de la Universidad Nacional Autonoma de
México (UNAM).

Para evaluar la normalidad de los datos, se realiz6 una prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Las diferencias estadisticas entre los valores de edad, sexo, indice de
masa corporal, glucosa en ayunas, triglicéridos, colesterol y Hbalc fueron
analizadas con una prueba no paramétrica para muestras no pareadas U de
Mann-Whitney (47).

La categorizacion de los datos de género, IMC, glucosa en ayuno, HbAlc,
triglicéridos y colesterol se expresaron como frecuencias y porcentajes. Fueron
analizados con una prueba de chi cuadrado (), aplicando correccién de Yates
cuando el valor de la frecuencia esperada fue menor a 5 (47). El resaltado en

negritas indica los valores significativos, con nivel de significancia a=0.05.

La categorizacién de los datos de la poblacion fue realizada de acuerdo con lo
explicado en la tabla 1 donde se indican los valores de referencia en pacientes
sanos y con DMT2. Para la categorizacion de las variables de estudio se utilizaron
los recomendados en la NOM-015-SSA2-2018 (7). Para IMC: Normo peso: 18.5 —
24.9 (kg/m2); Sobrepeso. 25.0 — 29.9 (kg/m2); Obesidad: >30.0 (kg/m2). El punto
de corte de glucemia en ayunas normal para personas sin diabetes: <126 mg/dL;
glucosa en personas sin diabetes: >126 mg/dL (7); glucemia en ayunas normal
personas con diabetes: <129 mg/dL; nivel elevado en personas con diabetes:
>130 mg/dL (4). HbAlc normal para personas sin diabetes <6.4%; HbAlc elevada
en personas sin diabetes >6.4% (7); HbAlc normal en personas con diabetes
<7%; HbAlc elevada en personas con diabetes >7% (16). Para valores de
colesterol el limite deseable fue <200 mg/dL; limite alto: 200 — 239 mg/dL;
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colesterol alto: >240 mg/dL. Triglicéridos normales: <150 mg/dL; limite alto: 150 —
199 mg/dL; alto: 200 — 499 mg/dL; muy alto: >500 mg/dL (7,17).

Para el andlisis comparativo de las variantes genotipicas se utilizé una prueba de
chi cuadrado (x?), aplicando correccién de Yates cuando el valor de la frecuencia
esperada fue menor a 5. Esto se realizé en cada polimorfismo con diferentes
modelos genéticos (codominante o heterocigoto, dominante o silvestre y recesivo
o0 mutante). Asi mismo se realizé el calculo de la Odd Ratio (OR) cruda con el

intervalo de confianza de Baptista-Pike (48).

Para determinar las frecuencias alélicas de los polimorfismos rs3842729 de INS y

rs1801278 de IRS1, se utilizé la siguiente formula:

Ecuacion 1. Calculo de las frecuencias alélicas (49).

_2d+h
P=™oN
_2r+h
1= 7N

e p= alelo dominante (silvestre).

e (= alelo recesivo (mutante).

e N=numero de individuos en una poblacién.

e d=nudmero de individuos con genotipos dominantes.

¢ h=numero de individuos con genotipos heterocigotos.

e d= numero de individuos con genotipos recesivos.

La asociacién entre los polimorfismos rs3842729 de INS y rs1801278 de IRS1 con
el riesgo de DMT2 e indicadores de descontrol se determiné utilizando una prueba
de chi cuadrado (xz), calculando la razén de momios, también conocida como

oportunidad relativa (50) y en inglés como Odds Ratio (OR).
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Para determinar el riesgo aditivo de los alelos de riesgo de los polimorfismos
rs3842729 de INS y rs1801278 de IRS1 en la enfermedad de DMT2 de sujetos
mexicanos con esta enfermedad y sin diagnostico de DMT2, se utilizé el programa
Multifactor Dimensionality Reduction Analysis software (MDR; version 3.0.2;
https://doi.org/10.1093/bicinformatics/btl557) Este programa calcula el OR de

diferentes modelos de interaccion entre genes y se propone como una medida

cuantitativa del riesgo de enfermedad (51).
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VI. RESULTADOS

6.1 Evaluacion de la poblacion de estudio

Las caracteristicas generales de la poblacion de estudio se observan en la Tabla
5. Ambos grupos se encuentran pareados por edad y sexo. El grupo de pacientes
diagnosticados con diabetes mellitus tipo 2 (ConDMTZ2) estuvo compuesto por 70
mujeres y 30 hombres. El grupo sin diagndstico de DMT2 (SinDMT2), por 69
mujeres y 30 hombres) con una edad promedio similar entre ambos grupos de
54.95 + 11.42 ainos para ConDMT2, y 55.69 + 10.34 afos para los SinDMT2.

Puede observarse una diferencia estadisticamente significativa entre los valores
de IMC, glucosa en ayunas, HbAlc vy triglicéridos (p<0.05) entre los grupos con y

sin diagndstico de DMT2.

No se observan diferencias significativas en los parametros de edad, género y
colesterol (p>0.05), y tampoco dentro de la clasificacion de los niveles de

colesterol (p = 0.26).

Tabla 5. Comparacion de datos generales de la poblacién en estudio por casos y
controles (n=199).

Variable ConDMT2 SinDMT2 valor p
(n =100) (n=99)

Edad (Afios) 54,95+ 11.42 55.69 + 10.34 0.81
Género

Femenino 70 (70%) 69 (69.7%) >0.9999

Masculino 30 (30%) 30 (30.3%) '
IMC (kg/m?) 29.42 + 4.52 26.01 + 4.20 <0.0001
Glucosa (mg/dl) 191.21 + 84.62 95.62 +15.71 <0.0001
HbAlc (%) 9.48 £ 2.00 5.05 + 0.65 <0.0001
Triglicéridos (mg/dl) 194.90 + 73.63 155.81 +81.38 <0.0001
Colesterol (mg/dl) 204.41 £+ 54.90 197.09 + 53.42 0.33

Los datos de edad, IMC, glucosa en ayuno, HbAlc, triglicéridos y colesterol se expresan en media
y desviacion estandar, fueron analizados con una prueba no paramétrica para muestras
independientes U de Mann-Whitney. El resaltado en negritas indica los valores significativos. DE:
Desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal; HbAlc: Hemoglobina glucosilada.
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Se encontraron diferencias significativas entre los valores de clasificacion para los
parametros: IMC (p = 0.0005), glucemia en ayunas (p = <0.0001), HbAlc (p =
<0.0001) y triglicéridos (p = 0.0007) siendo mayores en el grupo de los pacientes
diagnosticados con DMT2 en comparacion con los pacientes sin la enfermedad,

con excepcién de la clasificacion de colesterol (ver tabla 6).

Tabla 6. Analisis de la categorizacion de los datos generales para las muestras
analizadas.

Variable ConDMT2 SinDMT2 Valor p
(n = 100) (n=99)
IMC (kg/m?)
Normopeso 16 (16%) 38 (38.4%)
Sobrepeso 45 (45%) 41 (41.4%) 0.0005
Obesidad 39 (39%) 20 (20.2%)
Glucosa (mg/dl)
Normal 30 (30%) 92 (92.9%)
Elevado 70 (70%) 7 (7.1%) <0.0001
HbAlc (%)
Normal 8 (8%) 99 (100%)
Elevado 92 (92%) 0 (0%) <0.0001
Triglicéridos (mg/dl)
Normal 35 (35%) 56 (56.6%)
Limite alto 23 (23%) 25 (25.3%) 0.0007
Alto 42 (42%) 18 (18.2%)
Colesterol (mg/dl)
Deseable 46 (46%) 57 (57.6%)
Limite alto 27 (27%) 20 (20.2%) 0.26
Colesterol alto 27 (27%) 22 (22.2%)

La categorizacién de los datos de género, IMC, glucosa en ayuno, HbAlc, triglicéridos y colesterol
se expresaron como frecuencias y porcentajes. Fueron analizados con una prueba de chi cuadrado
(xz), aplicando correccion de Yates cuando el valor de la frecuencia esperada fue menor a 5. El
resaltado en negritas indica los valores significativos. El resaltado en negritas indica los valores
significativos. DE: Desviacion estandar; IMC: indice de masa corporal; HbAlc: Hemoglobina
glucosilada.
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En la Tabla nimero 7, se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas de los
polimorfismos presentes en los genes INS e IRS1. Para esta poblacion, el
genotipo heterocigoto (G/A) del polimorfismo perteneciente al gen de la insulina,
presentd una tendencia protectora para la enfermedad de DMT2, con un valor de
OR de 0.45 (IC 95% 0.2 - 0.93), con una diferencia estadisticamente significativa
(p = 0.04).

No se observd diferencia significativa en el resultado de la frecuencia genotipica
mutante, con un valor de p = 0.17, y una OR de 0.61 (IC 95% (0.31 - 1.21)).

Las frecuencias alélicas de este polimorfismo no presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre si, pero se observa que el alelo A tiene mayor
representatividad en ambas muestras poblacionales, en comparacion con el alelo
G.

El genotipo heterocigoto (G/A) perteneciente al gen IRS1, no genero una influencia
positiva 0 negativa sobre el riesgo de padecer DMT2, con una OR de 1.01 (IC 95%
0.53 - 1.94). Por otro lado, el genotipo homocigoto mutante (A/A) no presenté una
relacion positiva con el riesgo de padecer DMT2, con un resultado de OR de 0.53
(IC 95% 0.26 - 1.027), y una diferencia marginalmente significativa de sus datos (p
=0.07).

No existieron diferencias significativas entre las frecuencias alélicas del
polimorfismo rs1801278. Sin embargo, se destaca que el alelo G tuvo mayor

representatividad en ambas poblaciones, en comparacion con el alelo A.
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Tabla 7. Frecuencia alélica y genotipica de polimorfismos presentes en los genes
INS e IRS1 de las muestras analizadas.

Polimorfismo Cambio ConDMT2  SinDMT2 OR Valor
(n=100) (n=99) (95% IC) P
G 0.45 0.38
A 0.55 0.62 ] >0.9999
INS S"(‘(jé”e 32 (32%) 20 (20.2%) 12 i
rs3842729 Heterocigoto 0 0 0.45
NG 25 (25%) 35 (35.4%) 0.2-083) 0.04
Mutante o 0 0.61
A 43 (43%) 44 (44.4%) 0.31 - 1.21) 0.17
G 0.65 0.55
A 0.35 0.45 ] >0.9999
IRS1 S"é“;'é”e 50 (50%) 42 (42.4%) 12 i
rs1801278 Heterocigoto 0 0 1.01
NG 30 (30%) 25 (25.3%) (0.53- 1.04) 0.98
Mutante o 0 0.53
A 20 (20%) 32 (32.3%) (0.26 - 1.03) 0.07

Los datos de las frecuencias genotipicas se expresan en como frecuencia y porcentaje. Las
frecuencias alélicas fueron calculadas con la formula encontrada en la ecuacién 1. % Valor de
referencia. OR: Oportunidad relativa (odd ratio); IC: Intervalo de confianza. INS: gen de la insulina.
IRS1: gen del receptor de insulina 1.

Como se observa en la Tabla 8, tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las frecuencias genotipicas ni alélicas de los
polimorfismos rs3842729 de INS y rs1801278 de IRS1 al realizar la comparacion
entre los pacientes sanos y los pacientes con DMT2 (ConDMT2) segun su indice
de masa corporal.

Sin embargo, es necesario destacar que al tomar en cuenta la variable IMC, la
presencia de los genotipos heterocigoto (A/G) y mutante (A/A) del polimorfismo
presente en el gen INS aumenta el doble o casi el doble el riesgo de DMT2.
Siendo el genotipo Heterocigoto (A/G) del polimorfismo en el gen INS el que
genera mas riesgo al presentarse un estado de obesidad, con un valor de OR de
2.4 y un valor de p=0.25.
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El genotipo mutante (A/A) del polimorfismo presente en el gen IRS1 combinado
con un estado de sobrepeso, aumenta a mas del doble el riesgo de DMT2 OR de
2.4 (p=0.087). El genotipo heterocigoto (A/G) del mismo polimorfismo disminuy6

este riesgo en un estado de normopeso OR de 0.7 (p=0.62).

Tabla 8. Frecuencia genética de polimorfismos presentes en los genes INS e IRS1
de las muestras analizadas segun la clasificacion de IMC.

Polimorfismo Cambio Normopeso Sobrepeso Obesidad
. OR . OR . OR
ConDMT2SIinDMT2 -, ConDMT2SIinDMT2 -, ConDMT2SIinDMT2 -,
(n=100) (n=99) (2 V3P (n=100) (n=99) (&) VAP (n=100) (n=99) (20 VAP
A 0.075  0.225 0.265  0.27 0215  0.12
Silvestre o 8 a 3 o 7 a ) o 5 a
cic 86" (gogy ! 12(2%) (7 o796) 1 14 (14%) (5 0506) 1
3|3§§729 Heterocigoto 15 (%)%5.56 14 1.85 6 2.4
rs 0, " 0, - 0, -
NG 5(8%) (151505 . 027 13(13%) (14_14%)%).255) 031 7(7%) (5 0605 53.277) 0.25
10.5) : :
Mutante A/A 5 (5%) 2 (26'2556 027 20 (20%) ., 2° ((lJ'g%- 034 18 (18%) . - (olfo- 0.61
% (15.15%) : ) (20.2%) 501) °)(9.09%) 4.86) :
10.5) : :
G 0095 0225 _ 509999 0295 0205 _ 559999 026 0115  _ ~0.9999
A 0.065  0.155 0.155  0.205 0.13  0.085
Silvestre o 18 a ) o 16 a ) o 8 a
cic 7% (18180) 1 24 (24%) (16 16%) 1 19 (19%) (g 0goe) 1
IRS1
. 0.7 1.23 1.19
rs1801278 Heterocigoto o 9 ) o 9 . o 7 B
G 5(5%)  (9.09%) (g.;% 0.62 11 (11%) (g 00 (g.gf) 071 14(14%) (7 1700 g).gf) 0.78
1 o7 15 24 g 198
Mutante A/A 4 (4%) (11.11%)(??'52)' 0.78 10 (10%) (16-16%)(g'f§)' 0.087  6(6%) (50500 (;).gg)— 0.35

Los datos se expresan en frecuencias y porcentajes. Las frecuencias alélicas fueron calculadas con la
formula encontrada en la ecuacion 1. Los analisis se realizaron por la prueba de chi cuadrado ()(2) y se
calcul6 la razén de momios, con un intervalo de confianza del 95%. *: Valor de referencia. El resaltado
en negritas indica los valores significativos. INS: gen de la insulina. IRS1: gen del receptor de insulina
1; OR: Oportunidad relativa (odd ratio); IC: Intervalo de confianza.
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No se encontraron diferencias significativas entre en la comparacion de las
frecuencias genéticas de los polimorfismos entre los pacientes sanos (SinDMT2) y
los pacientes con DMT2 (ConDMT2) y las frecuencias genotipicas de los
polimorfismos rs3842729 de INS y rs1801278 de IRS1 (Tabla 9).

En la muestra analizada, un valor de glucosa en sangre normal, combinado con el
genotipo heterocigoto (A/G) del polimorfismo presente en INS genera un riesgo
mayor al doble de desarrollo de DMT2, con una OR de 2.52 (p=0.13).

El genotipo mutante (A/A) del polimorfismo de IRS1 combinado con un estado de

glucosa normal, aumenta a mas del doble el riesgo de DMT2 OR de 2.54 (p=0.09).

Tabla 9. Frecuencia genética de polimorfismos presentes en los genes INS e IRS1
de las muestras analizadas segun la clasificacion de glucosa en ayunas.

Polimorfismo Cambio Normal Elevado
ConDMT2 SinDMT2 ~ OR . ConDMT2SinDMT2 OR .
(n=100) (n=99) (95% IC) P (n=100) (n=99) (95% IC) P
A 0.19 0.57 0.365  0.045
Silvestre GIG 8 (8%) 18 (18.18%)  1° - 24(28%)2 (2.02%)  1°
INS
rs3842729 oterocigoto AIG 6 (6%) 34 (34.34%) 82é-5%3239) 0.13 19 (19%) 1 (1.01%) 0%2_35 g O
111 1.78
Mutante AIA 16 (16%) 40 (40.4%) (o 3ol% |\ 0.84 27 (27%) 4 (4.04%) (y 5000 084
G 0.205 05  s09999 0445 0045 509999
A 0095 042 0.255  0.025
Silvestre G/IG 16 (16%) 39 (39.39%)  1° - 34(34%)3 (3.03%)  1°
IRS1
rs1801278 | oterocigoto AIG 9 (9%) 22 (22.22%) 319'?2055) 0.99 21 (21%)3 (3.03%) 315;?7238) 0.90
254 0.76
Mutante AA 5 (5%) 31 (3L3L%) %o 0.00 15 (15%) 1 (L01%) g (20 & 4 074

Los datos se expresan en frecuencias y porcentajes Los analisis se realizaron por la prueba de chi
cuadrado (xz) y se calculd la razén de momios, con un intervalo de confianza del 95%. %: Valor de
referencia. El resaltado en negritas indica valor p<0.05. INS: gen de la insulina. IRS1: gen del
receptor de insulina 1 OR: Oportunidad relativa (odd ratio); IC: Intervalo de confianza.
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Como se observa en la Tabla 10, la frecuencia genotipica mutante (A/A) del
polimorfismo presente en INS de la poblacion analizada, en combinacion con un
valor de HbAlc normal, genera un riesgo mayor a tres veces el desarrollo de
DMTZ2, con un OR de 3.67 (p=0.1749). No fueron reportados los datos del grupo

SinDMT2, ya que los valores presentados en este parametro fueron igual a 0.

Tabla 10. Frecuencia genética de polimorfismos presentes en los genes INS e

IRS1 de las muestras analizadas segun la clasificacion de hemoglobina

glucosilada.
Polimorfismo Cambio Normal
ConDMT2 SinDMT2 OR valor
(n = 100) (n = 99) (95% IC) P
G 0.05 0.375 } >0.9999
A 0.03 0.615
Silvestre G/G 5 (5%) 20 (20.2%) 12 -
INS
rs3842729
Heterocigoto A/G 0 35 (35.35%) N/A N/A
Mutante A/A 3 (3%) 44 (44.44%) 3.67 (0.82-14.63) 0.1749
G 0.04 0.545 - >0.9999
A 0.04 0.445
Silvestre G/G 2 (2%) 42 (42.42%) 12 -
IRS1 rs1801278
. 0.30
Heterocigoto A/G 4 (4%) 25 (25.25%) (0.05-1.38) 0.3309
Mutante A/A 2 (2%) 32 (32.32%) 0.76 0.8009
: (0.11-5.08) :

Los datos se expresan en frecuencias y porcentajes. Los analisis se realizaron por la prueba de chi
cuadrado ()(2) y se calculo la razon de momios, con un intervalo de confianza del 95%. : Valor de
referencia. El resaltado en negritas indica los valores significativos. Categorizacion de los datos de
la poblacion. HbAlc normal personas con diabetes: <7%; HbAlc elevada en personas con
diabetes: >7% (16); HbAlc: Hemoglobina glucosilada. INS: gen de la insulina. IRS1: gen del
receptor de insulina 1. OR: Oportunidad relativa (odd ratio); IC: Intervalo de confianza.
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El genotipo homocigoto mutante (A/A) del polimorfismo perteneciente al gen IRS1
presento una diferencia marginalmente significativa (p = 0.07) entre los valores de
colesterol deseable entre las poblaciones sanas y con la enfermedad de DMT?2,
con un resultado de OR de 2.41 (IC 95% 0.97-5.83) (Tabla 11), que aumenta a
mas del doble el riesgo de DMT2.

En la poblacion analizada, el genotipo heterocigoto (A/G) y mutante (A/A) del
polimorfismo perteneciente a INS con valores de colesterol deseable (OR
heterocigoto de 2.3 y p= 0.12 y mutante OR 2.18 y p=0.11) y limite alto (OR
heterocigoto de 2.67 y p= 0.41 y mutante OR 2.13 y p=0.59) aumenta a mas del
doble el riesgo de DMT2.
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Tabla 11. Frecuencia genética de polimorfismos presentes en los genes INS e
IRS1 de las muestras analizadas analizada segun la clasificacion de colesterol.

Limite alto

Polimorfismo Cambio Deseable Colesterol alto
. OR . OR . OR
ConDMT2SinDMT2 ConDMT2SIinDMT2 ConDMT2SIinDMT2
(n=100) (n=99) (?(5:‘)%’ Valorp (7'="100) (n = 99) (?(5:;/" Valorp (7'="100) (n = 99) (?(5:;/" Valor p
G 022 0205 . 599999 0125 0.075 . 59999 0.1  0.095 >0.9999
A 0.24 0.365 0.145 0.125 0.17 0.125
Silvestre 11 a 3 a 6 a
c/ic  16(6%) 119705 1 - 8% (30306 1 - 8% (gopo) 1T -
INS
rs3842729 : 2.3 2.67 2.33
Heterocigoto 19 9
12 (12%) (0.75- 0.12 9 (9%) (0.57- 0.41 4 (4%) (0.46- 0.53
AIG (19.19%) 6.72) (9.09%) 11.31) (7.07%) 10.22)
7 2.182 8 2.13 9 0.80
0, - 0, - 0, -
Mutante A/A 18 (18%) (27.27%) (50.;3;1) 0.11 10 (10%) (8.08%) (é"ff) 0.59 15 (15%) (9.099%) (3.713) 0.99
A 0.17 0.295 0.08 0.075 0.1 0.075
Silvestre o 21 a B 0 10 a 3 o 11 a ;
Gl 22(22%) 515195 1 15(15%) (10106 1 13 (13%) (19 1105) 1
IRS1
rs1801278 . 0.97 0.94 1.03
Heterocigoto o 13 ) 0 5 ) o 7 )
NG 14 (14%) (13.13%) (20.51’386) 0.95 8(8%) (5.05%) (4?02;) 0.93 8(8%) (7.07%) (gg(;; 0.96
23 241 1.87 0.79
0, - 0 - 0, -
Mutante A/A 10 (10%) (23.23%) (é).é);) 0.07 4 (4%) (5.05%) (;);f) 0.68 6 (6%) (4.04%) (:???Ol) 0.95

Los datos se expresan en frecuencias y porcentajes. Los analisis se realizaron por la prueba de chi
cuadrado ()(2) y se calculd la razén de momios, con un intervalo de confianza del 95%. ®: Valor de
referencia. El resaltado en negritas indica los valores significativos. INS: gen de la insulina. IRS1:
gen del receptor de insulina 1. OR: Oportunidad relativa (odd ratio); IC: Intervalo de confianza.
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Se encontrd una diferencia significativa (p=0.0062) entre las frecuencias de los
niveles altos de triglicéridos entre las poblaciones de pacientes sanos con aquellos
con la enfermedad de DMT2 en el genotipo heterocigoto (A/G) del polimorfismo
presente en INS (Tabla 12).

El genotipo homocigoto mutante (A/A) del polimorfismo de IRS1 presento una
diferencia marginalmente significativa (p = 0.07) entre los valores de triglicéridos
altos, con un resultado de OR de 3.14 (IC 95% 0.95-10.85), que puede

considerarse de riesgo para la muestra analizada.

Tabla 12. Frecuencia genética de polimorfismos presentes en los genes INS e
IRS1 de las muestras analizadas segun la clasificacion de triglicéridos.

Polimorfismo Cambio Deseable Limite alto Alto
ConDMT SinDM  OR ConDM SiNDMT2 OR ConDM SinDM  OR
2(n= T2 (95% Valorp T2 (n= (n = 99) (95% ValorpT2(n= T2 (95% Valor p
100) (n=99) IC) 100) B IC) 100) (n=99) IC)
G 0.155 0.21 i} >0.9999 0.1 0.08 . >0999 019 0.085 R >0.9999
. 9 .
A 0.195 0.35 0.13 0.17 0.23 0.095
. 12
Silvestr o a o o a 13 6 a
e GG 11 11%) (15.12 1 - 8 (8%) 2 (2.02%) 1 (139%) (6.06%) 1
0)
INS
rs3842729 Heteroci 18 1.83 12.00 12 5 0.90
goto  9(9%) (18.18 (0.56- 0.30 4 (4%) (1.76- 0.0062 (0.21- 0.89
AIG %)  5.27) (12.12%) g¢ 13 (12%) (5.05%) 3 40
26 1.59 4.00 0.89
Mutante 11 11 17 7
15 (15%) (26.26 (0.59- 0.38 (0.78- 0.11 (0.22- 0.86
AIA %) 4.29) (11%) (11.11%) 2117) (17%) (7.07%) 2.99)
G 0.24 0.315 0.135 0.15 >0.999 0.275 0.08
- >0.9999 - 9 - >0.9999
A 0.11 0.245 0.095 0.1 0.145 0.1
. 24
Silvestr o a o 11 a ) 22 7 a
eclic 1019%) (2;;)24 1 9(9%) (111106) 1 (22%) (7.07%)
IRS1
rs1801278 Heteroci 15 1.19 0.73 11 2 0.57
goto 10 (10%) (15.15 (0.42- 0.74 9 (9%) 8 (8.08%) (0.18- 0.63 (0.11- 0.82
(11%) (2.02%)
AIG %)  3.09) 2.70) 2.81)
Mutante 17 2.24 0.98 9 3.14
AJA 6 (6%) (17.17 (0.70- 0.15 5(5%) 6 (6.06%) (0.23- 0.98 9 (9%) (9.09%) (0.95- 0.07
%)  7.14) 4.57) 3700 10.85)

Los datos se expresan en frecuencias y porcentajes. Los andlisis se realizaron por la prueba de
chi cuadrado (x°) y se calculé la razén de momios, con un intervalo de confianza del 95%. ®: Valor
de referencia. El resaltado en negritas indica los valores significativos. INS: gen de la insulina.
IRS1: gen del receptor de insulina 1. OR: Oportunidad relativa (odd ratio); IC: Intervalo de
confianza.
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Bajo la hipoétesis del aumento en el riesgo de DMT2 por el aumento en el nimero
de polimorfismos determinamos la interaccion gene - gene de los 2 polimorfismos
estudiados en el programa MDR (Multifactor Dimensionality Reduction Analysis
software, version 3.0.2) Este programa calcula el OR de diferentes modelos de
interaccion entre genes y se propone como una medida cuantitativa del riesgo de
enfermedad (51).

el cual es capaz de reducir la dimension de las interacciones este programa
calculo la RM de las diferentes interacciones las diferencias estadisticas fueron
consideradas cuando p menor a 0.05 todos los valores p reportados son de 2

colas

El analisis de riesgo aditivo de los polimorfismos rs3842729 de INS y rs1801278
de IRS1 en la enfermedad de DMT2 de sujetos mexicanos con y sin diagnastico
de DMT2 (Tabla 13), confirmé que por si solo el polimorfismo perteneciente al gen
de la insulina no representa un riesgo para la enfermedad de DMT2 (OR 1.64 (IC
0.86 — 3.11) p=0.13). No obstante, al encontrarse este polimorfismo en
combinacion con el perteneciente al gen IRS1, se observé que el riesgo a padecer
DMT2 aumenté a casi el doble (OR 1.88 (IC 1.03 — 3.44) p=0.04).

Tabla 13. RM-multivariado de las interacciones de polimorfismos homocigotos
mutantes presentes en los genes INS e IRS1 y el riesgo de padecer DMT?2.

No. de
pollmorflsmos Modelos Pruet_)a_,de cve RM-MDR 95% IC Valor p (Zjel
homocigotos precision test X
mutantes
(0.946 -
1 INS 0.487 6/10 1.7238 3.1411) 0.0743
2.0592 (1.1328 -
2 INS - IRS1 0.553 10/10 3.7434) 0.0172

CVC: Validacion de constancia; RM-MDR: Razén de momios — Reduccién de dimensionalidad

multifactorial; 95% IC: Intervalo de confianza; 95%: *Valores significativos. Dimensionality
Reduction Analysis software. INS: gen de la insulina. IRS1: gen del receptor de insulina 1.
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VIIl. DISCUSION

Dentro de los criterios de seleccion para el grupo ConDMT2 era necesario un
diagnoéstico clinico de DMT2 que, como se menciond anteriormente, se
diagnostica por la presencia de los sintomas clasicos, y pruebas de glucemia en
ayuno, glucemia plasméatica o de HbAlc con valores elevados (6,7). Por ello, no
resulta sorprendente que el grupo con dicho diagndstico presentara niveles
elevados de glucosa en ayunas y hemoglobina glucosilada, en comparacion con el
grupo SinDMT2.

Se observdé que existi6 mayor prevalencia obesidad entre los pacientes con
diagnostico de DMT2, en comparacion con aquellos que no tenian un diagndstico
previo de esta enfermedad. Asi mismo, los valores de triglicéridos también se
observaron elevados en el grupo de ConDMT2. Esto puede ser debido a que un
estado de sobrepeso u obesidad es atribuido al consumo excesivo de una dieta
occidentalizada, caracterizada por el elevado contenido en macronutrientes, y un
estilo de vida sedentario (52). Este estilo de vida ha sido relacionado con los
estados dislipidémicos y de resistencia a la insulina (RI) (53). Las dislipidemias,
causan una accion alterada de la insulina que desencadena una RI, y
eventualmente conduce a la disfuncion de las células beta pancreaticas y la DMT2
(53).

La dislipidemia en personas con DMT2 es comun, principalmente el aumento de
los triglicéridos y la reduccion del colesterol HDL, pudiendo ser un factor de riesgo
para promover el desarrollo de aterosclerosis (24), enfermedades hepaticas (53) y
eventos cardiovasculares (24,53). Ademas, se observa un aumento en la
produccion de quilomicrones, lo que contribuye a la hiperlipidemia posprandial
observada en esta poblacion (24).

Los lipidos se transportan dentro de los fluidos corporales en forma de particulas

de lipoproteinas, que se clasifican segun su densidad, desde quilomicrones,
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lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL), LDL y HDL (24).

En el periodo posprandial, los lipidos de la dieta son absorbidos por los enterocitos
mediante difusion pasiva o transportadores especificos. Dentro de los enterocitos,
los triglicéridos y otros lipidos se asocian con la apolipoproteina B-48 para formar
quilomicrones. Luego, los quilomicrones se exportan a la linfa y, posteriormente, a
la sangre, donde alcanzaran tejidos de los musculos, el corazén y el tejido adiposo
(principalmente en los adipocitos blancos) para proporcionar energia. Los restos
de quilomicrones producidos por la lipdlisis son absorbidos por el higado a través
del receptor de LDL. Los lipidos se exportan del higado a la sangre como VLDL
(24).

Los adipocitos blancos, son los principales encargados del almacenamiento y la
movilizacion de lipidos en momentos de necesidad calérica (54). Durante el ayuno,
los acidos grasos resultan tanto de la lipdlisis intracelular de los depdsitos de

triglicéridos, como de la lipdlisis de los triglicéridos de las moléculas de VLDL (53).

El aumento de los niveles de triglicéridos en plasma en pacientes con DMT2 se
debe en gran parte a un mayor nimero de VLDL (24), ya que la insulina inhibe la
produccion hepética de VLDL (55), inhibe la lipasa sensible a hormonas, activa la
lipoproteinlipasa, y aumenta la expresion del receptor LDL (24).

Verges y colaboradores en 2015 propusieron que la via de la fosfatidilinositol 3-
cinasa (PI3K) esta implicada en el efecto inhibidor de la insulina sobre la secrecién
de VLDL. La unién de la insulina a su receptor induce la fosforilacién de tirosina de
los sustratos del receptor de insulina que conduce a la activacion de PI3K, lo que
conduce a la activacion de Akt. En condiciones normales, la insulina inhibe la fase
de maduracién del ensamblaje de VLDL al evitar la transferencia de triglicéridos a

los precursores de VLDL (24).
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Las variantes genéticas, como los SNP, presentes tanto en la insulina como en su
sustrato receptor pueden generar alteraciones en esta via metabdlica,
promoviendo la RI y dislipidemias en aquellos que presentan estas variantes, ya
que la resistencia a la insulina es la consecuencia de las alteraciones en la

sefalizacion de esta hormona (5).

Se observé en la comparacion entre pacientes con diagnéstico de DMT2 y sujetos
sanos, que el genotipo heterocigoto de INS (A/G) podia considerarse un
polimorfismo de riesgo para un limite alto de triglicéridos en sangre (150 — 199
mg/dL) en pacientes sanos (p=0.0062 OR 12 (IC 95% 1.76-66.13)).

Se observaron diferencias marginalmente significativas entre las frecuencias
genotipicas del polimorfismo presente en IRS1 en la comparacion entre las dos
muestras analizadas y los valores de colesterol deseable (p = 0.07, OR de 2.41
(IC 95% 0.97-5.83)) y triglicéridos altos (p = 0.07 OR 3.14 (IC 95% 0.95-10.85)) en
la muestra analizada, pudiendo considerarse al genotipo homocigoto mutante
(A/A) de riesgo para generar esta diferencia. Esto puede deberse a la frecuencia
de sobrepeso entre los pacientes sanos, que no es muy distinta a la frecuencia de
sobrepeso entre los pacientes con DMT2. Lo cual puede ser un predisponente
para el desarrollo de dislipidemias (52).

El polimorfismo presente en IRS1 ha sido relacionado con un mayor riesgo de
desarrollo a la enfermedad de DMT2 en diferentes estudios. Garcés vy
colaboradores en 2015 estudiaron en poblaciéon de Venezuela el riesgo cardio
metabdlico, y observaron que la frecuencia genotipica fue 89% genotipo G/G y
11% genotipo G/A. Observaron una diferencia significativa en la distribucion de los
diferentes genotipos del gen de IRS1 en los niflos con sobrepeso/obesidad sin
resistencia a la insulina y nifios con sobrepeso/obesidad con resistencia a la
insulina con respecto al grupo control (OR= 4.47; IC 95%=0.96-16.92; p <0.05) y
(OR=4.43; IC 95%=0.93-21.00; p <0.05) respectivamente (40).
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Por otro lado, Yousef y colaboradores en 2018 encontraron que el genotipo G/G y
el alelo G, los genotipos G/A, y el alelo A mostraron una frecuencia
significativamente mayor en el grupo de DMT2 en comparacion con el grupo

control para poblacion egipcia (39).

Ademas, Burguette-Garcia y colaboradores en 2010 en poblacion mexicana
observaron que de los polimorfismos analizados, los sujetos con al menos 1 copia
del polimorfismo del gen IRS1 mostraron un mayor riesgo de diabetes, con una
razon de probabilidad bruta de 3.26 (IC 95 %, 2.00-5.33) (41).

En el estudio realizado por Martinez-Gémez y colaboradores en 2011 donde
evaluaron a una poblacion mexicana, observaron un efecto con el genotipo G/A el
modelo dominante con OR de 2.56 (1.35-4.86), asociando dicho polimorfismo con
el desarrollo de la enfermedad de DMT2 (44).

En el presente estudio, se observaron diferencias significativas entre los genotipos
de este polimorfismo, y se encontrd asociacién con los valores de IMC, glucosa,

HbALlc, triglicéridos y colesterol de la poblacion analizada.

El polimorfismo perteneciente al gen de la insulina (INS), ha sido evaluado
anteriormente en poblaciones europeas como el estudio realizado por Kisand y
colaboradores en 2012 en poblaciéon de estonia, donde no se encontré asociacion
entre los genotipos con el riesgo de DMT2 (35). Lewandowski y colaboradores
(2021) en poblacién polaca. Reportaron mayor riesgo a padecer DMT2
(OR=1.926) en los individuos con genotipo G/G, mientras que concentracion de

glucosa, insulina y HOMA-IR menores en individuos del genotipo A/G (36).

En el presente estudio, se puede observar que el genotipo A/G del polimorfismo
perteneciente al gen INS fue estadisticamente distinto (p=0.04) a los genotipos
G/G y A/A, con un valor de OR de 0.45 (IC= 0.2 - 0.93) que puede interpretarse
como protector, dado que el valor es menor a 1. Similar a lo reportado por Kisand

y colaboradores en poblacion de estonia en 2012 (35).

38



Aunque Lewandowski y colaboradores (2021) observaron una asociacion entre
este polimorfismo rs3842729 y los niveles de glucosa (36), en el presente trabajo
no se pudo establecer dicha asociacion evaluando el efecto de dicho polimorfismo
individualmente. Por otro lado, se pudo relacionar la frecuencia genotipica
heterocigota (A/G) del polimorfismo de INS y los valores normales de HbAlc
(p=0.022) en poblacion con DMT2, proponiéndose que este genotipo puede
dificultar el control metabdlico de los niveles de glucosa normales en pacientes
con DMT2.

Se observo que por si solos, los polimorfismos analizados en el presente estudio
no son de riesgo para la enfermedad de DMT2. Pero al realizar el andlisis de
riesgo aditivo de los polimorfismos estudiados se encontré que el riesgo a padecer
DMT2 aumenté a casi el doble (OR 1.88 (IC 1.03 — 3.44) p=0.04). ljaz y
colaboradores en 2019 mencionan que los SNP al ser estudiados individualmente
pueden no afectar el fenotipo, pero cuando se combinan, el efecto se vuelve mas

fuerte y mas visible (37).

Este grupo de investigadores observaron que en poblacion pakistani el riesgo de
DMT2 y los niveles elevados de lipidos en sangre como TG, HDL y LDL,
aumentaron en aquella muestra que presentaban las variantes en los
polimorfismos Gly972Arg del gen IRS1 y polimorfismo Gly1057Asp del gen IRS2
(37).

Se sugiere una evaluacion con una poblacion de mayor tamafio para conocer Si
las diferencias marginalmente significativas pueden ser estadisticamente distintas
a las obtenidas en el presente estudio. Y también las asociaciones con los

pardmetros metabdlicos.
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VIIl. CONCLUSION

X/
L X4

Existié asociacion del descontrol de indicadores metabdlicos y el riesgo de
DMT2 con polimorfismos de los genes INS e IRS1 en poblacion mexicana,
ya que los resultados observaros indican que el genotipo heterocigoto (G/A)
presente en el polimorfismo del gen INS es protector para la enfermedad de
DMT2 en la poblacion analizada, con un valor de OR de 0.45 (p = 0.04).
Ademas, al agregar otras variables como IMC, nivel de glucosa en ayunas,
HbAlc, triglicéridos y colesterol, estos valores se transforman en factores
de riesgo para el desarrollo de la enfermedad.

Se observé en la comparacion entre grupos, que el genotipo heterocigoto
de INS (A/G) podia considerarse un polimorfismo de riesgo para un limite
alto (150 — 199 mg/dL) de triglicéridos en sangre en la muestra ConDMT2
p=0.0062 OR 12 (IC 95% 1.76-66.13).

El genotipo homocigoto mutante (A/A) del polimorfismo perteneciente al gen
IRS1 no presento una relacion positiva con el riesgo de padecer DMT2, con
un resultado de OR de 0.53 (IC 95% 0.26 - 1.027) con una diferencia
marginalmente significativa de sus datos (p = 0.07).

Existieron diferencias significativas entre las frecuencias genotipicas del
polimorfismo de INS de acuerdo con la comparacion entre los valores
normales y alterados de triglicéridos (p=0.0062) en los grupos analizados.
Los polimorfismos analizados en el presente estudio por si solos no son de
riesgo para la enfermedad de DMT2. Pero al realizar el analisis de riesgo
aditivo de los polimorfismos estudiados se encontrd que el riesgo a padecer
DMT2 aumenté a casi el doble (OR 1.88 (IC 1.03 — 3.44) p=0.04).

40



IX. ANEXOS

9.1 Anexo |

FACULTA
NUTRICION

e menas: ™ CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

FORMATO DE ACEPTACION PARA PARTICIPAR EN EL PROTOCOLO DE INVESTIGACION
“Relacion de la microbiota intestinal con la expresion de TLR4, Myd88 y NFK-B en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2”

La diabetes mellitus tipo 2 es una enfermedad cuyos casos han aumentado considerablemente , recientemente se
ha descubierto que las bacterias de la flora intestinal (microbiota) contribuyen en regular la absorcién de nutrientes
y glucosa, también se conoce que una flora intestinal alterada puede ocasionar inflamacién de bajo grado
aumentando el riesgo de complicaciones y diversas enfermedades, varios estudios han demostrado que las
bacterias intestinales de personas sanas son diferentes a las bacterias de personas con diabetes pero atin no se
comprende del todo como esta diferencia puede impactar en la evolucién de la enfermedad. Este estudio tiene
como objetivo determinar si existe una relacion entre genes que regulan inflamacién y a una flora intestinal alterada
en personas con diabetes tipo 2 de tal manera que podamos entender mejor la participacién de la flora intestinal
en la diabetes y encontrar nuevos objetivos terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad. Tras haber sido
informado(a) acerca del protocolo de investigacion.

Yo

Acepto voluntariamente participar en el estudio de “Relacién de la microbiota intestinal con la expresién de TLR4,
Myd88 y NFK-B en pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2” que se llevara a cabo en Glucomédica Cuernavaca y
unidades de atencién de los servicios de salud de Morelos en colaboracién con la Facultad de Nutricion de la UAEM
Acepto que como parte del estudio se me realice una toma de muestra de sangre periférica de 10 ml y una muestra
de orina de 5 ml y una muestra de heces las cuales seran exclusivamente utilizadas en este protocolo. La toma de
la muestra de sangre no representa ningun peligro, ya que el material empleado se encuentra sellado y esterilizado.
Sin embargo, en algunos casos pudiera formarse un hematoma en el lugar de la puncidn, ocasionalmente se puede
presentar sensacion de mareo, puncién multiple para localizar la vena o infeccién si no se toman los cuidados
necesarios. Aunque cabe aclarar que estos casos son muy raros. Estoy enterado(a) que dicha investigacidon no sera
de utilidad para mi diagndstico o evolucion ni es forzoso para continuar mi tratamiento médico particular y
Unicamente tiene como objetivo generar nuevo conocimiento, asi mismo la institucién se compromete a guardar
la confidencialidad absoluta de mis datos personales.

CONSENTIMIENTO PARA PRUEBAS GENETICAS Y FUTURAS INVESTIGACIONES
Doy mi consentimiento para que los investigadores responsables del proyecto a partir de la muestra
de sangre obtenida realicen estudios genéticos con fines de investigacion, de igual manera tienen mi
aprobacion para utilizar de manera andnima los sobrantes de mis muestras bioldgicas (plasma,

células, ADN o ARN) para realizar futuras investigaciones. S NO
Firma de aceptacion: Fecha No control: -
Nombre del Testigo 1 Firma:
Nombre del Testigo 1 Firma:

Responsable del proyecto: Dra. Celeste Ollin Martinez Ramirez (celeste.martinez@uaem.mx)
Meédico Cirujano Jorge Alejandro Portillo Jacobo (jorge.portillo@ uaem.mx)

214 te ,m‘bjga“,
Facultad de Nutricién UAEM, calle Iztaccihuat! Num 100 Col. Los Volcanes Cuernavaca Morelos, México cp 62350
Comité de Etica
en Investiga
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9.2 Anexo Il

HOSPITAL
Henri Dunant

Cuernavaca Morelos a 31 de marzo de 2017

DRA. OLLIN CELESTE MARTINEZ RAMIREZ
PROFESORA INVESTIGADORA TC
FACULTAD DE NUTRICION DE LA UAEM

Con relacién al estudio:

Titulo del estudio: - Relacién de la microbiota intestinal con la expresién de
TLR4, NFK-B y Myd 88 en pacientes con diabetes mellitus tipo 2"

Informo a Ud. que en sesion ordinaria del H. Comité de Etica en Investigacion
llevada a cabo el 10 de noviembre de 2016 y después de haber sido revisadas
las recomendaciones emitidas a los siguientes documentos:

v" Protocolo en espariol

v' Carta de consentimiento de informado en espafiol.
Y que una vez terminada la discusion y revisar que cumple con la
reglamentacion para la proteccion de los voluntarios se decide:

APROBARLO POR UNANIMIDAD DE VOTOS

Se le invita a conducir el estudio en el marco de a Etica y en estricto apego a
los lineamientos de la investigacion clinica y las buenas préacticas clinicas. BPC

\ ( HOSPITA E
< T b . 2 n
DR. VICTOR ALFONSO FRANCOLUGO VELEZ Henri Duna

~ PRESIDENTE

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION Comité de Etica
en Investigacion

Prot . No. 001014-2016 2

P

Rio Panuco No. 100, Col. Lomas de los Voicanes C
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9.3 Anexo Il

DRA. JULIETA RUBIO LIGHTBOURN
Investigador asociado “C”

Instituto de Investigaciones Biomeédicas, UNAM

Estimada Dra. Rubio:

La Comisién de Bioética para Investigaciones en Humanos del Instituto de
Investigaciones Biomédicas reviso el proyecto de investigacién “Polimorfismos de
riesgo a Enfermedades relacionadas con la nutricion en poblacion mexicana”. De
acuerdo con nuestro Cédigo Etico y el Reglamento de la Ley General de Salud en
materia de investigacién para la salud, este proyecto se clasifica dentro de Ia
categoria Il y por lo tanto no requiere de una revisién exhaustiva ya que no hay
sujetos humanos involucrados directamente, sino que se trabajard con muestras
bioldgicas. Por lo anterior esta Comision emite un dictamen aprobatorio,
recomendando guardar la confidencialidad respecto a la identidad de los
participantes,

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, a 18 de agosto de 2016
POR LA COMISION

AT

DR. RAUL MANCILLA JIMENEZ
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X. TABLAS COMPLEMENTARIAS

Tabla 14. Frecuencia genética de polimorfismos presentes en los genes INS e
IRS1 de las muestras analizadas segun la clasificacion de IMC.

INS IRS1
Polimorfismo r$3842729 rs1801278
Cambio Silvestre Heterocigoto Mutante Valorp Silvestre Heterocigoto Mutante Valor p
GIG AIG AIA GIG AlIG A/A
conDMT2 Normopeso 6 (6%) 5 (5%) 5 (5%) 7 (7%) 5 (5%) 4 (4%)
(n=100) Sobrepeso 12 (12%) 13 (13%) 20 (20%) 0.62 24 (24%) 11(11%) 10 (10%) 0.76
Obesidad 14 (14%) 7 (7%) 18 (18%) 19 (19%) 14 (14%) 6 (6%)
sinDMT2 Normopeso 8 (8.08 %) 15 (15.15%) 15 (15.15%) 18 (18.18%) 9 (9.09%) 11 (11.11%)
(n=99) Sobrepeso 7 (7.07 %) 14 (14.14%) 20 (20.20%) 0.88 16 (16.16%) 9 (9.09%) 16 (16.16%) 0.67
Obesidad 5 (5.05%) 6 (6.06%) 9 (9.09%) 8(8.08%) 7 (7.07%) 5 (5.05%)

Los datos se expresan en frecuencias y porcentajes. Los andlisis se realizaron por la prueba de chi
cuadrado ()(2). El resaltado en negritas indica los valores significativos. Categorizacion de los datos
de la poblaciéon. IMC: Normo peso: 18.5 — 24.9 (kg/mz); Sobrepeso. 25.0 — 29.9 (kg/mz); Obesidad:
>30.0 (kg/mz) (7); IMC: indice de masa corporal; INS: gen de la insulina. IRS1: gen del receptor de
insulina 1.

Tabla 15. Frecuencia genética de polimorfismos presentes en los genes INS e

IRS1 en la poblacion analizada segun la clasificacion de glucosa en ayunas.

INS IRS1
Polimorfismo 3842729 rs1801278

Cambio Silvestre  Heterocigoto Mutante  Valor p Silvestre Heterocigoto  Mutante Ve;)lor

GIG AIG AIA GIG AIG AIA

ConDMT2  Normal 8 (8%) 6 (6%) 16 (16%) 16 (16%) 9 (9%) 5 (5%)
(n=100) Elevado 24 (24%) 19 (19%) 27 (27%) 03°  343a%)  21(21%) 15(15%) OB

SinDMT2  Normal 18 (18.18%) 34 (34.34%) 40 (40.4%) 39 (39.39%) 22 (22.22%) 31 (31.31%)

0.48 0.43

(N=99) Elevado  2(2.02%) 1(1.01%) 4 (4.04%) 3(3.03%)  3(3.03%) 1 (1.01%)

Los datos sg expresan en frecuencias y porcentajes. Los andlisis se realizaron por la prueba de chi
cuadrado (x°). El resaltado en negritas indica los valores significativos
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Tabla 16. Frecuencia genética de polimorfismos presentes en los genes INS e
IRS1 de las muestras analizadas segun la clasificacion de hemoglobina
glucosilada.

INS IRST

Polimorfismo rs3842729 rs1801278

Cambio Silvestre Heterocigoto Mutante Valorp  Silvestre  Heterocigoto Mutante  Valor p

GIG AIG AIA GIG AIG AIA

ConDMT2 Normal  5(5%) O (0%) 3 (3%) 2 (2%) 4 (4%) 2 (2%)
(n=100) Elevado 27 (27%) 25(25%) 40 (40%) 099  agsw) 26 (26%) 188w O3t
SiNDMT2  Normal 20 (20.29%) 35 (35.35%) 44 (44.44%) 42 (42.42%) 25 (25.25%) 32 (32.32%)
(n1=99) Elevado  0(0%)  0(0%) 0 (0%) NIA— 0 (o) 0 (0%) 0w VA

Los datos se expresan en frecuencias y porcentajes. Los andlisis se realizaron por la prueba de chi
cuadrado ()(2). El resaltado en negritas indica los valores significativos. Categorizacion de los datos
de la poblacién. HbAlc normal personas sin diabetes: <6.4%; HbAlc elevada personas sin
diabetes: >6.5% (7); HbAlc normal personas con diabetes: <7%; HbAlc elevada en personas con
diabetes: >7% (16); HbAlc: Hemoglobina glucosilada. INS: gen de la insulina. IRS1: gen del
receptor de insulina 1.

Tabla 17. Frecuencia genética de polimorfismos presentes en los genes INS e
IRS1 de las muestras analizadas segun la clasificacion de colesterol.

INS IRS1
Polimorfismo rs3842729 rs1801278
Cambio Silvestre Heterocigoto Mutante Valor Silvestre  Heterocigoto  Mutante Valor
GIG AIG AIA GIG AIG AIA

ConDMT2 Deseable 16 (16%) 12 (12%) 18 (18%) 22 (22%) 14 (14%) 10 (10%)

(n = 100) Limite alto 8 (8%) 9 (9%) 10 (10%) 048 15 (15%) 8 (8%) 4(4%) 095
- Colesterol alto 8 (8%) 4 (4%) 15 (15%) 13 (13%) 8 (8%) 6 (6%)
SinDMT2 Deseable 11 (11.11%) 19 (19.19%) 27 (27.27%) 21 (21.21%) 13 (13.13%) 23 (23.23%)

(n=99) Limite alto 3 (3.03%) 9(9.09%)  8(8.08%) 0.78 10(10.1%) 5(5.05%) 5(5.05%) 0.36

Colesterol alto 6 (6.06%) 7(7.07%) 9 (9.09%) 11 (11.11%) 7 (7.07%) 4 (4.04%)

Los datos se expresan en frecuencias y porcentajes. Los analisis se realizaron por la prueba de chi
cuadrado (xz). El resaltado en negritas indica los valores significativos. Categorizacion de los datos
de la poblacién. Colesterol limite deseable: <200 mg/dL; Limite alto: 200 — 239 mg/dL; Colesterol
alto: >240 mg/dL (7,17). INS: gen de la insulina. IRS1: gen del receptor de insulina 1.
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Tabla 18. Frecuencia genética de polimorfismos presentes en los genes INS e
IRS1 de las muestras analizadas segun la clasificacion de triglicéridos.

INS IRS1
Polimorfismo rs3842729 rs1801278
Cambio Silvestre  Heterocigoto  Mutante Valorp  Silvestre Heterocigoto Mutante Valor p
G/IG AIG AIA G/G AIG AIA
ConDMT Deseable 11 (11%) 9 (9%) 15 (15%) 19 (19%) 10 (10%) 6 (6%)
2(n= Limite alto 8 (8%) 4 (4%) 11 (11%) 0.91 9 (9%) 9 (9%) 5 (5%) 0.77
100) Alto 13 (13%) 12 (12%) 17 (17%) 22 (22%) 11 (11%) 9 (9%)
sinDMT2 Deseable 12 (12.12%) 18 (18.18%) 26 (26.26%) 24 (24.24%) 15 (15.15%) 17 (17.17%)
(n = 99) Limitealto 2 (2.02%) 12(12.12%) 11 (11.11%) 0.27 11(11.11%) 8 (8.08%) 6 (6.06%) 0.36
- Alto 6 (6.06%) 5(5.05%) 7 (7.07%) 7 (7.07%) 2 (2.02%) 9 (9.09%)

Los datos se expresan en frecuencias y porcentajes. Los analisis se realizaron por la prueba de chi
cuadrado (xz). El resaltado en negritas indica los valores significativos. Categorizacion de los datos
de la poblacion. Triglicéridos normales: <150 mg/dL; Limite alto: 150 — 199 mg/dL; Alto: 200 — 499
mg/dL; Muy alto: >500 mg/dL (7,17). INS: gen de la insulina. IRS1: gen del receptor de insulina 1.
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SUJETOS MEXICANOS” ha sido revisado a satisfaccién me permito en mi caracter como miembro
de la Comision Revisora comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencion que sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dra. América Ivette Barrera Molina
Profesor Investigador- Facultad de Nutricion
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos, a los 27 dias del

mes de marzo de2023.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

AMERICA IVETTE BARRERA MOLINA | Fecha:2023-03-27 14:05:06 | Firmante
HO2gCNKAbY4K3eE548c4GIXRWDBIrkSg8reLeuRRPgLZa90scZBy3MHMe2RwmrLYel/FgirY 2TS2TwCmkNP/j5fQI5cZPy18nX32q74im8u8WDMS1DKWkPuQvfaNkUgGXMyu
zxK3mwcLVBRYQTSOLsHZsCDKoVgQ6C1VtICNGY8cvI3JY9FeDObU7g/h61QsxS1BDjyelftwjG7XDStmN2x1hDhkvwNrsJoASB9rO4arak+U0QrmOCRS2JO1FzPH1rQJ8Iw+IGt
UFGOUEPy3H4vreu+eR9PKukYLiUa7Fxaqdz7yDgm/nl/2WImoWI8yOWtzV5DgBngnQOmrYkgWng==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

obMtEpFdG

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/MD87Va0QA9X0l0zzsQZcKDy3Vi97SW0G
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