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ABREVIATURAS

AF: Actividad Fisica.
DL: Desequilibrio de Ligamiento
DM2: Diabetes Mellitus tipo 2.

DPS: Del inglés Finnish Diabetes Prevention Study, Estudio Finlandés de
Prevencion de Diabetes.

GAA: Glucosa Alterada en Ayuno.

GLUT2: Del inglés Glucose Transporter-2, Transportador de Glucosa 2.
IMC: indice de Masa Corporal.

Km: Constante de Michaelis-Menten.

PCR: Del inglés Polymerase Chain Reaction, Reaccion en Cadena de la
Polimerasa.

RFLP: Del inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphism,
Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion.

SNP; Del inglés Single Nucleotide Polymorphism, Polimorfismo de un
Solo Nucleotido

TAG: Tolerancia Alterada a la Glucosa



Haplotipos del gen SLC2A2 en poblacién infantil con niveles de glucosa alterada en ayuno

1. RESUMEN

Introduccion. La secrecidon de insulina por células B pancreaticas es estimulada por
glucosa, la cual es internalizada a la célula por GLUT2. Polimorfismos en la region
promotora (rs5393, rs5394) y codificadora (rs5400 y rs5404) del gen SLC2A2, que
codifica para GLUTZ2, influyen en la secrecion de insulina alterando los niveles de
expresion e interviniendo en la funcién del transportador. Objetivo. Evaluar la
asociacion de los polimorfismos rs5393, rs5394, rs5400 y rs5404 y haplotipos del gen
SLC2A2 con niveles de glucosa alterada en ayuno y parametros clinico-bioquimicos
en poblacién infantil guerrerense. Material y Métodos. Mediante PCR-RFLPs se
genaotipificaron los polimorfismos en muestras de ADN de 150 nifios: 100 con niveles
de glucosa normal en ayuno y 50 con glucosa alterada en ayuno, se evaluaron
parametros clinico-bioquimicos. El analisis estadistico se realizd con el programa
STATA 11 y la inferencia de haplotipos con SHEsis. Resultados. Entre los grupos
estudiados se observaron diferencias en indice HOMA (p<0.05) y una tendencia en
IMC. Los polimorfismos se encuentran en EHW en esta poblacion. Las frecuencias
genotipicas son: rs5393 (A/A=95%, A/C=5%), rs5394 (C/C=91%, C/T=8%, T/T=1%),
rs5400 (C/C=98%, C/T=2%), rs5404 (G/G=98%, G/A=2%). Las frecuencias
haplotipicas son: ACCG=91%, ATCG=4.5%, CCCG=2.5%, ACTG=1%, ACCA=0.5%,
ATCA=0.5%. Se observaron diferencias significativas al comparar las frecuencias
genotipicas y alélicas del rs5400 entre los grupos estudiados. Al comparar la
distribucion genotipica y haplotipica de acuerdo a parametros clinico-bioquimicos, los
portadores del genotipo A/A (rs5393) y genotipo G/G (rs5404) mostraron niveles
elevados de glucosa; portadores del genotipo C/C (rs5394) mostraron niveles
elevados de triglicéridos e IMC; portadores del genotipo C/T (rs5400) presentaron
niveles elevados de glucosa, insulina, indice HOMA e IMC, y portadores del haplotipo
ACTG mostraron niveles elevados de glucosa. Conclusiones. El rs5400 y el
haplotipo ACTG del gen SLC2A2 se asocian con niveles alterados de glucosa en

ayuno en poblacion infantil guerrerense.

Palabras clave: Transportador de glucosa 2, polimorfismos, secrecién de insulina,

poblacion infantil, célula 8 pancreatica.
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2. ABSTRACT

Introduction. Insulin secretion by pancreatic 8 cells is stimulated by glucose, which is
transported into the cell by GLUT2. Promoter region (rs5393, rs5394) and coding
region (rs5400 and rs5404) polymorphism of SLC2A2 gene, encoding GLUT?2,
influence insulin secretion by intervening in expression levels and transporter
function. Objective. To evaluate the association of rs5393, rs5394, rs5400 and
rs5404 polymorphisms and haplotypes of SLC2A2 gene with fasting altered glucose
levels and clinical and biochemical parameters in children of Guerrero State. Material
and Methods. By PCR-RFLP the polymorphisms were genotyped in DNA samples
from 150 children: 100 with fasting normal glucose levels and 50 with impaired fasting
glucose, we evaluated clinical and biochemical parameters. Statistical analysis was
performed using STATA 11 and the inference of haplotypes by SHEsis. Results.
Between groups, differences in HOMA index (p<0.05) and a trend in BMI where
observed. The polymorphisms were in HWE in the studied population. The genotype
frequencies are: rs5393 (A/A=95%, A/C=5%), rs5394 (C/C=91%, C/T=8%, T/T=1%),
rs5400 (C/C=98%, C/T=2%), rs5404 (G/G=98%, G/A=2%). Haplotype frequencies
are: ACCG=91%, ATCG=4.5%, CCCG=2.5%, ACTG=1%, ACCA=0.5%, ATCA=0.5%.
When comparing the study groups significant differences in genotype and allele
frequencies to rs5400 polymorphism were observed. When comparing clinical and
biochemical parameters according genotype distribution, was observed that carriers
of rs5393 A/A and rs5404 G/G genotypes showed elevated levels of glucose, those
carrying the rs5394 C/C genotype showed elevated levels of triglycerides and BMI,
carriers of rs5400 C/T genotype showed altered levels of fasting glucose, insulin,
HOMA index and BMI. The ACTG haplotype was associated with elevated levels of
glucose. Conclusions. The rs5400 polymorphism and ACTG haplotype of SLC2A2

gene are associated with altered levels of fasting glucose in children from Guerrero.

Keywords: glucose transporter 2, polymorphisms, insulin secretion, child population,
pancreatic g cell.
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3. INTRODUCCION

La diabetes es un grupo de alteraciones metabodlicas caracterizadas por
hiperglucemia, resultado de defectos en la secrecion de insulina, accion de la insulina
o0 ambas (ADA, 2012). La prevalencia de la diabetes tipo 2, se ha incrementado
significativamente en poblacion infantil, presentando en su desarrollo etapas
intermedias de niveles de glucosa alterada en ayuno (GAA) y tolerancia alterada a la
glucosa (TAG), esta fase es también conocida como prediabetes (Ebe D’Adamo,
2011). En México, se reporta que unicamente 0.7% de los adolescentes han recibido
un diagndstico previo de diabetes (ENSANUT, 2012). La secrecion de insulina en
células B pancreaticas es estimulada por la glucosa, siendo el principal mecanismo
para la secrecién, en este proceso la glucosa es transportada hacia el interior de las
células B por el transportador de glucosa tipo 2 (GLUT2), y se metaboliza
conllevando a un incremento en la concentracion de ATP, a lo cual son sensibles los
canales de iones K generandose asi el cierre del canal, y dando inicio a la
despolarizacion de la membrana de las células 3, asi como también a la apertura de
canales dependientes de iones Ca’, lo cual permite la afluencia y un aumento de las
concentraciones intracelulares del ion, con lo cual se induce la secrecion de insulina

en las células  (Seino et al., 2011).

Las causas que contribuyen a la hiperglucemia pueden ser: 1) la disminucion de la
expresion de los transportadores GLUT, o 2) defectos funcionales en el proceso de la
translocacion intracelular de los transportadores GLUT (Czech et al., 2010). El
GLUT2 es codificado por el gen SLC2A2, el cual se localiza en el cromosoma 3 en la
region g26.1-26.2 (Eny et al., 2008). Este gen se expresa en higado, pancreas,
intestino, rindn y cerebro (Leturque et al., 2009).

El GLUT2 es el Unico con alta constante de Michaelis-Menten (Km) para la glucosa
(17 mM), lo que asegura el rapido equilibrio de glucosa entre el espacio extracelular y
el citosol de la célula (Thorens and Mueckler, 2010). En un experimento con ratones
transgénicos que expresan un loop en el dominio citoplasmatico de GLUT2, se
observé que se inhibe la deteccién de glucosa, por la afectacion del transportador, lo

gue conlleva al incremento de la ingesta en las porciones diarias de alimento. Esta
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afectacion se correlaciona con alteraciones en la activacion del factor de
transcripcion cFos y niveles reducidos de orexina, por lo tanto se aport6 evidencia de
gue GLUT2 es dependiente de la concentracion de glucosa y que tiene un papel en
la ingesta de alimento, convirtiéndolo en un potencial blanco terapéutico para

enfermedades metabolicas (Stolarczyk et al., 2010).

En modelos de ratones, se observa que la resistencia a la insulina se correlaciona
con una pérdida de la funcion de GLUT2, los niveles permanecen altos en membrana
apical de enterocitos y bajos en membrana basolateral. De manera normal, la
insulina inhibe la absorcion de carbohidratos en intestino para prevenir la elevaciéon
de niveles de glucosa sanguinea después del consumo de alimentos azucarados.
Este mecanismo de proteccidon, se pierde cuando se observa un estado de
resistencia a la insulina (Tobin et al., 2008). Por otra parte, se ha observado que en
pacientes portadores de mutaciones en el gen que codifica para el GLUT2, no se
presenta reabsorcion de glucosa, llevando a una acumulacion de glucégeno en
células del tabulo renal (Stolarczyk et al., 2007), causando el sindrome de Fanconi-
Bickel, principalmente caracterizado por glucogendsis. Recientemente, el
polimorfismo en la posicion 638 C/T (rs5400) del gen SLC2A2 ha sido asociado con
la preferencia por alimentos azucarados (Leturque et al., 2009).

Los defectos en la secrecion de insulina se han asociado con diabetes tipo 2, la
causa de este tipo de defectos puede ser la presencia de polimorfismos de un solo
nucleétido (SNPs, del inglés Single Nucleotide Polymorphism), en los genes que
regulan la secrecion de la insulina; uno de ellos es el gen del transportador GLUT2
(SLC2A2). Algunos polimorfismos en este gen se han descrito tanto en la region
promotora en las posiciones -4849 A/C (rs5393) y en la posicion -4876 C/T (rs5394),
asi como en los exones 3y 5 en la posicion 638 C/T (rs5400, T110I) y en la posiciéon
903 G/A (rs5404,T198T), respectivamente (Fig. 1) (Kilpelainen et al., 2007).
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Fig. 1. SNPs en el gen SLC2A2 (Kilpelainen et al., 2007).

El polimorfismo en la posicion 638 C/T (rs5400) del gen SLC2A2, resulta en la
sustitucion del aminoacido treonina por isoleucina en el codon 110 (Thr110lle). En
poblacion canadiense este polimorfismo se ha asociado con el riesgo de desarrollar
diabetes tipo 2, al observar que individuos con esta variacion genética presentan una
alta ingesta diaria de carbohidratos. Al comparar individuos portadores del alelo T vs
portadores del genotipo C/C (Thr/Thr), los portadores del alelo T presentaron una
significativa ingesta de carbohidratos, de acuerdo a la evaluacion del registro de
alimentos suministrados por 3 dias en dos visitas separadas, (visita 1: 112 + 9 vs. 86
+ 4 g/dia, p= 0.01; visita 2: 111 + 8 vs. 82 + 4 g/dia p= 0.003); esto mostrd
reproducibilidad en una segunda poblacion, (131 + 5 vs. 115 + 3 g/dia, p= 0.007). Las
observaciones fueron consistentes entre adultos y adultos jovenes, y en sujetos con

DM2 de inicio temprano e individuos sanos (Eny et al., 2008).

En un estudio longitudinal realizado en participantes del Estudio Finlandés de
Prevencion de Diabetes (DPS) los SNPs rs5393 y rs5400 fueron asociados con la
progresion de TAG a DM2. La presencia del genotipo A/A del SNP rs5393
incrementa 3 veces mas el riesgo de desarrollar DM2, en la poblacion total en
estudio (OR= 3.04, ICgys¢, 1.34-6.88, p=0.008). También se observo que el riesgo para
desarrollar DM2 fue mayor en los portadores del genotipo A/A del grupo control (5.56
[1.78-17.39], p= 0.003) en comparacion con el grupo de intervencién (1.17 [0.35-
3.89], p= 0.820). Considerando que en el grupo de intervencion, se llevo a cabo un
consejo nutricional individualizado e intensivo, asi como incremento en la actividad

fisica y reduccion en el peso (Laukkanen et al., 2005).
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En esta misma poblacién de estudio, se evalu6 el efecto de la actividad fisica (AF) en
la progresion de TAG a DM2; para lo cual se dio seguimiento por un promedio de 4.1
afios a pacientes finlandeses con sobrepeso e IGT (n=479). Se evalud la actividad
fisica (AF) anualmente, mediante la realizacion de un cuestionario, y se observo la
asociacion de SNPs en los genes SLC2A2 (GLUT2) y ABCC8 (SUR1) con la
progresion a DM2. A partir de los cuatro SNPs en el gen SLC2A2, se reportaron siete
haplotipos: ACCG, CTTA, ACTG, CCTG, CCTA CTTG y ACTA. Solo el haplotipo
CTTA constituido por los alelos polimorficos de los polimorfismos rs5393 A/C, rs5394
CI/T, rs5400 C/T y rs5404 G/A, se asocio con el cambio de actividad fisica moderada
a actividad fisica vigorosa, con diferencias estadisticamente significativas (p= 0.021).
La interaccion entre rs5393, rs5394 o rs5404 y el cambio de AF moderada a
vigorosa, categorizada por terciles, fue estadisticamente significativa (p=0.027,
p=0.022, p=0.022, respectivamente), por lo tanto el cambio de AF de moderada a
vigorosa puede modificar el riesgo de desarrollar DM2, asociado con genes que
regulan la secrecién de insulina (SLC2A2, ABCC8) en personas con TAG
(Kilpelainen et al., 2007).

En un estudio realizado en poblacion finlandesa y estadounidense (FUSION) donde
se analizaron 222 genes candidatos, solo se observé asociacion con el SNP rs5400
(Thr110lle) en el gen SLC2A2 en individuos con intolerancia a la glucosa (p= 0.0065)
(Gaulton et al., 2008).

En poblacion finlandesa se analizaron 114 SNPs en 71 genes, solo se observo
asociacion de 12 SNPs en 9 genes con DM2, entre ellos el rs5400 (OR 2.98; 1Cgsy
1.31-6.79, p= 0.014) en el gen SLC2A2 (Willer et al., 2007).

En un estudio realizado en sujetos caucasicos del Reino Unido se analizaron 152
SNPs en 71 genes, y se encontro al SNP rs5400 en el gen SLC2A2 asociado con
DM2 (OR 1.49, p=0.0059), bajo un modelo dominante (Barroso et al., 2003).

Debido a que estudios enfocados a la prediabetes, asi como a la predisposicion

genética en su mayoria son enfocados a poblacion adulta, resulta de interés para
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este estudio evaluar la asociacion de los haplotipos de los polimorfismos (rs5393,
rs5394, rs5400 y rs5404) en el gen SLC2A2, el cual codifica para el transportador de
glucosa 2 (GLUTZ2), con niveles alterados de glucosa en ayuno en poblacion infantil
guerrerense, para lo cual se determind la frecuencia genotipica de dichos
polimorfismos, la frecuencia de haplotipos, asi como la asociacibn de estos

polimorfismos y haplotipos con los niveles alterados de glucosa en ayuno.
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4. MATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio

A partir de un banco de ADN del Laboratorio de Investigacion en Obesidad y
Diabetes perteneciente a la Unidad Académica de Ciencias Quimico Bioldgicas de la
Universidad Autonoma de Guerrero, se seleccionaron 150 muestras, de las cuales 50
corresponden a nifios con niveles alterados de glucosa en ayuno y 100 con niveles

normales de glucosa, originarios del estado de Guerrero.

Identificacién del SNP (A/C) rs5393 en el gen SLC2A2

A partir del ADN gendmico se amplificé un fragmento de 180 pb por la técnica de
PCR, utilizando los siguientes iniciadores: sentido (5’ -CAC AGT GAG CCA CTT GCT
TAA GG-3’), antisentido (3’-ACT GCA CTC TGC TCC ACA GTT AA- 5’). La mezcla
de reaccion se realizé en un volumen final de 10 uyl por muestra de ADN, que
contiene: buffer 1x, MgCl, 1.5 mM, dNTPs 0.8 mM, 0.2 uM de cada oligonucledétido,
1.0 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y 0.1 ug/ul de ADN. ElI programa de
amplificacion consistié de las siguientes etapas: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
min, desnaturalizacion del ADN a 94°C por 30 seg., alineamiento de iniciadores a
65°C por 30 seg., extension del ADN a 72°C por 30 seg. (30 ciclos), y extension final
a 72°C por 3 min.

La genotipificacion se llevo a cabo por la técnica RFLPs, usando 2 U de la enzima de
restriccion Msel (TVTAA), a 37°C por 3 hrs. Obteniéndose los siguientes fragmentos
de 140, 22 y 18 pb para el genotipo A/A; 162, 140, 22 y 18 pb para el genotipo A/C; y
fragmentos de 162 y 18 pb para el genotipo C/C. Los genotipos se identificaron por

electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%, tefiidos con nitrato de plata (Fig. 2).
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Figura 2. Identificacion del polimorfismo A/C rs5393 en el gen SLC2A2 en geles de poliacrilamida al
6%. A) Carril 1: Marcador de peso molecular (escalera de ADN de 50 pb), carriles 2-10: productos de
PCR de 180 pb, carril 11: control negativo. B) Identificacion de los genotipos después de la digestion
con la enzima Msel. Carril 1: Marcador de peso molecular (escalera de ADN de 50 pb), carril 2:
genotipo A/C, carriles 3-10: genotipo A/A y carril 11: producto PCR sin digerir.

Identificacién del SNP (C/T) rs5394 en el gen SLC2A2. A partir del ADN
gendémico se amplifico un fragmento de 173 pb por la técnica de PCR utilizando los
siguientes iniciadores: sentido (5’-CAA GTC AAC AAT GGT CTC CG-3’) antisentido
(3’- GAG CTG GTG AAA AGA GAA ATC T-5'). La mezcla de reaccion se realizé en
un volumen final de 10 pl por muestra de ADN, que contiene: buffer 1x, MgCl, 9.5
mM, dNTPs 0.8 mM, 0.1 uM de cada primer, 1.0 U de Taq polimerasa (Invitrogen) y
0.1 pg/ul de ADN. El programa de amplificacién consistié de las siguientes etapas:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, desnaturalizacion del ADN a 94°C por 30
seg., alineamiento de iniciadores a 57°C por 30 seg., extension del ADN a 72°C por

30 seg. (30 ciclos), y extension final 72°C por 3 min.

La genotipificacion se llevo a cabo con la técnica RFLPs, usando 2 U de la enzima de
restriccion Mnll (CCTC(N)7V), a 37°C por 3 hrs. Obteniéndose los siguientes
fragmentos de 98 y 75 pb para el genotipo C/C; 173, 98 y 75 pb para el genotipo C/T;
y un solo fragmento de 173 pb para el genotipo T/T. Los genotipos se identificaron
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por electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%, tefiildos con nitrato de plata (Fig.
3).
A) B)

12 3456 78 9 1011

200

<—173pb
150

100

50

Figura 3. Identificacion del polimorfismo rs5394 C/T en el gen SLC2A2 en geles de poliacrilamida al
6%. A) Carril 1: Marcador de peso molecular (escalera de ADN de 50 pb), carriles 2-10: productos de
PCR de 173 pb, carril 11: control negativo. B) Identificacion de los genotipos después de la digestion
con la enzima Mnll. Carril 3: Marcador de peso molecular (escalera de ADN de 50 pb), carriles 2,4-7:
genotipo C/C, carril 1: genotipo C/T y carril 8: genotipo T/T.

Identificacién del SNP (C/T) rs5400 en el gen SLC2A2. A partir del ADN
genomico se amplificd un fragmento de 156 pb por técnica de PCR utilizando los
siguientes iniciadores: sentido (5-GAA CTG CCC ACA ATC TCA TAC TCA ATG
AAC C-3’) antisentido (3'-CCA CCC ACC AAA GAA TGA TGC GGT C -5’). La mezcla
de reacciéon se realizé en un volumen final de 10 pl por muestra de ADN, que
contiene: buffer 1x, MgCl, 6.0 mM, dNTPs 0.8 mM, 0.2 uM de cada primer, 1.0 U de
Taq polimerasa (Invitrogen) y 0.1 ug/ul de ADN. El programa de amplificacion
consisti6 de las siguientes etapas: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min,
desnaturalizacion del ADN a 94°C por 30 seg., alineamiento de iniciadores a 60°C
por 30 seg., extension del ADN a 72°C por 30 seg. (por 30 ciclos), y extensién final
72°C por 3 min.

La genotipificaciéon se llevd a cabo con la técnica RFLPs, usando 2 U de la enzima de

restriccién Ssil (CYCGC), a 37°C por 3 hrs. Obteniéndose los siguientes fragmentos
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de 134 y 22 pb para el genotipo C/C; 156, 134 y 22 pb para el genotipo C/T; y un solo
fragmento de 156 pb para el genotipo T/T. Los genotipos se identificaron por

electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%, tefiidos con nitrato de plata (Fig. 4).

A) B)

12345678 9101112 1 2 3 4 5 6 7 8

200
<—156pb

150 <—134pb
200

150 <—156pb 100

100

50

Figura 4. Identificacion del polimorfismo rs5400 C/T en el gen SLC2A2 en geles de poliacrilamida al
6%. A) Carril 1: Marcador de peso molecular (escalera de ADN de 50 pb), carriles 2-11: productos de
PCR de 156 pb, carril 12: control negativo. B) Identificacion de los genotipos después de la digestion
con la enzima Ssil. Carril 1: Marcador de peso molecular (escalera de ADN de 50 pb), carril 2:
genotipo C/T, carriles 3-7: genotipo C/C y carril 8: producto PCR sin digerir.

Identificaciéon del SNP (G/A) rs5404 en el gen SLC2A2. A partir del ADN
gendémico se amplificd un fragmento de 130 pb por técnica de PCR utilizando los
siguientes iniciadores: sentido (5-TCA TGC AGG GCT ATT TTC AGG CC-3)
antisentido (3’-TTT TAC CTG ACT AAT AAG AAT GCG CGT G -5’). La mezcla de
reaccion se realizdé en un volumen final de 10 ul por tubo, que contiene: buffer 1x,
MgCl, 5.0 mM, dNTPs 0.8 mM, 0.3 uM de cada primer, 1.0 U de Taq polimerasa
(Invitrogen) y 0.1 pg/pul de ADN. EIl programa de amplificacion consistio de las
siguientes etapas: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, desnaturalizacion del
ADN a 94°C por 30 seg., alineamiento de iniciadores a 61°C por 30 seg., extension

del ADN a 72°C por 30 seg. (por 30 ciclos), y extensién final 72°C por 3 min.

La genotipificaciéon se llevd a cabo con la técnica RFLPs, usando 3 U de la enzima de

restriccion BstUl (CGVCG), a 60°C por 3 hrs. Obteniéndose los siguientes fragmentos
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de 106 y 24 pb para el genotipo G/G; 130, 106 y 24 pb para el genotipo G/A; y un
solo fragmento de 130 pb para el genotipo A/A. Los genotipos se identificaron por

electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%, tefiidos con nitrato de plata (Fig. 5).
A) B)

1 2 3 4 5 6 7 1234567 891011

200 200

150
150
<130 pb <—130pb

100

100 <—106 pb

50 50

Figura 5. Identificacion del polimorfismo rs5404 G/A en el gen SLC2A2 en geles de poliacrilamida al
6%. A) Carril 1: Marcador de peso molecular (escalera de ADN de 50 pb), carriles 2-6: productos de
PCR de 130 pb, carril 7: control negativo. B) Identificacién de los genotipos después de la digestion
con la enzima BstUI. Carril 1: Marcador de peso molecular (escalera de ADN de 50 pb), carril 2:
genotipo G/A, carriles 3-11: genotipo G/G.

Anélisis estadistico.

Se llevo a cabo el andlisis para cada una de las variables consideradas en el estudio,
para las variables cuantitativas se utiliz6 mediana y rango intercuartil. Se realizé la
prueba de Mann-Whitney para comparar las medianas entre grupos. Se considero
como estadisticamente significativo un valor de p<0.05. Para variables cualitativas se
realiz6 la prueba de X Se calculé la razén de momios (OR) empleando modelos de
regresion lineal multiple y logistica. Para evaluar el equilibrio génico se aplico la
ecuacién de Hardy Weinberg (p>0.05). El andlisis estadistico se llevd a cabo con el
software STATA v.11. Para la inferencia de los haplotipos se utilizo el software
SHEsis.
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5. RESULTADOS

El presente trabajo tiene como finalidad evaluar si existe asociacion de los haplotipos
conformados por los polimorfismos rs5393, rs5394, rs5400 y rs5404 en el gen
SLC2A2, que codifica para la proteina transportadora de glucosa 2 (GLUT2), con los
niveles alterados de glucosa en ayuno en poblacion infantil guerrerense, para lo cual
se realiz6 la genotipificacion de cada uno de los cuatro polimorfismos estudiados en
150 muestras de ADN, de las cuales 100 correspondieron a nifios con niveles
normales de glucosa en ayuno (controles) y 50 nifios con niveles alterados de

glucosa en ayuno (casos).

Del total de la poblacién, 74 (49%) corresponden al género masculino y 76 (51%) al
género femenino, la edad promedio entre los grupos estudiados fue de 9 afios, sin

que se observaran diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) (Cuadro 1).

Al analizar las medidas somatométricas y clinicas entre los grupos de estudio, se
observé gue los antecedentes de obesidad y antecedentes de diabetes, asi como los
niveles de insulina y triglicéridos, no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05). En relacion con el IMC se observaron valores mas elevados
en los casos, con una mediana de 21 (17-24) kg/m? en comparacién con una
mediana de 18 kg/m? para el grupo control, con tendencia a una diferencia
estadisticamente significativa, mientras que para los valores del indice HOMA se
muestra una mediana de 1.85 (1.20-3.12) para el grupo de casos y una mediana de
1.37 (0.58-2.55) para el grupo control, observandose diferencias estadisticamente
significativas entre grupos de estudio (p= 0.0081) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas somatométricas y clinicas de la poblacién infantil de Chilpancingo,

Guerrero.
Total Glucosa alterada  Glucosa normal
Variables n=150 en ayuno en ayuno Valor p
n=50 n=100

Edad (afios) 9 (7-10) 9 (8-10) 9 (7-10) 0.15°

Género
Masculino 74 (49) 29 (42) 45 (45) 0.13*
Femenino 76 (51) 21 (58) 55 (55)

Antecedentes obesidad
No 66 (44) 22 (44) 44 (44) 1.0*
Si 84 (56) 28 (56) 56 (56)

Antecedentes diabetes
No 86 (57) 33 (66) 53 (53) 0.13*
Si 64 (43) 17 (34) 47 (47)

IMC (kg/m?) 19 (16-23) 21 (17-24) 18 (16-23) 0.05°
<24.9 127 (85) 39 (78) 88 (88)
24.9-28.29 16 (10) 7 (14) 9 (9) 0.22*
>28.3 7 (5) 4(8) 3(3)

Insulina pU/ml 7(4-12) 7(5-12) 6 (2-11) 0.10°
<4.52 51 (34) 11 (22) 40 (40)
4.52-9.54 49 (32.7) 20 (40) 29 (29) 0.08 *
>9.54 50 (33.3) 19 (38) 31 (31)

Triglicéridos (mg/dL) 92 (64-150) 97 (63-150) 92 (64-144) 0.83°
<150 112 (75) 36 (72) 76 (76) 0.59*
>150 38 (25) 14 (28) 24 (24)

HOMA 1.50 (0.76-2.80) 1.85 (1.20-3.12) 1.37 (0.58-2.55) 0.0081°

Datos proporcionados en n (%), medianas (p25-75), valor p <0.05 (*X?, °Mann Whitney)
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Al analizar las frecuencias genotipicas y alélicas de los cuatro SNPs del gen SLC2A2
estudiados, se observo que para el polimorfismo rs5393, en el grupo control el
genotipo A/A se encontré con una frecuencia del 95% y el genotipo A/C con una
frecuencia de 5%, mientras que en el grupo de casos solo se observo el genotipo
A/A, lo que representa una frecuencia del 100%. Para el polimorfismo rs5394, en el
grupo control el genotipo C/C se observé con una frecuencia del 91%, el genotipo
C/T con una frecuencia del 8% y con 1% el genotipo T/T y en el grupo de casos el
genotipo C/C se observé con una frecuencia del 90% y el genotipo C/T con un 10%.
Para el polimorfismo rs5404, en el grupo de casos el genotipo G/G se observé con
una frecuencia del 100%, mientras que en el grupo control el genotipo G/G se
encontré con una frecuencia del 98% y el genotipo G/A con 2%. Al comparar las
frecuencias genotipicas y alélicas entre los grupos de estudio, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) (Cuadro 2). Sin embargo, en
relacion con el polimorfismo rs5400, si se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p=0.017 y p=0.018, respectivamente) al comparar las frecuencias
genotipicas y alélicas entre los grupos de estudio, debido a que si se observo una
distribucion diferencial, ya que en el grupo de casos el genotipo C/C se presentd con
un 88% y el genotipo C/T con un 12%, y en el grupo control el genotipo C/C se
presentd en un 98% y el genotipo C/T en un 2%, y el alelo C se observd con una
frecuencia del 94% y el alelo T del 6%en el grupo de casos, mientras que en el grupo
control el alelo C se presentd con una frecuencia de 99% vy el alelo T del 1% (cuadro
2).

Con la aplicacion de la ecuacién de Hardy Weinberg, se determind el equilibrio
génico de los cuatro SNPs (rs5393, rs5394, rs5400 y rs5404) en estudio (X*=0.06
p=0.79, X3=2.49 p=0.1, X?=0.010 p=0.92, X?=0.010 p=0.92, respectivamente)
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs5393 A/C, rs5394 C/T,
rs5400 C/T y rs5404 G/A en el gen SLC2A2 en la poblacion infantil de Chilpancingo,
Guerrero.

Total (n=150) Glucosa alterada Glucosa normal en Valor p*

en ayuno (n=50)

ayuno (n=100)

rs5393 A/C

Genotipos 0.17
AA 145 (97) 50 (100) 95 (95)
AC 5(3) 0(0) 5(5)
cC 0(0) 0 (0) 0(0)

Alelos 0.17
A 295 (98) 100 (100) 195 (97)
C 5(2) 0(0) 5(3)

rs5394 C/T

Genotipos 0.84
cc 136 (90) 45 (90) 91 (91)
CT 13 (9) 5(10) 8(8)
T 1(1) 0(0) 1(1)

Alelos 1.0
C 285 (95) 95 (95) 190 (95)
T 15 (5) 5(5) 10 (5)

rs5400 C/T

Genotipos 0.017
cC 142 (95) 44 (88) 98 (98)
CcT 8(5) 6(12) 2(2)
T 0(0) 0 (0) 0(0)

Alelos 0.018
C 292 (97) 94 (94) 198 (99)
T 8(3) 6 (6) 2 (1)

rs5404 G/A

Genotipos 0.55
GG 148 (99) 50 (100) 98 (98)
GA 2(1) 0(0) 2(2)
AA 0(0) 0(0) 0(0)

Alelos 0.55
G 298 (99) 100 (100) 198 (99)
A 2 (1) 0(0) 2 (1)

*X” con prueba exacta de Fisher.
EHW (rs5393 X’=0.06 p=0.79; rs5394 X’=2.49 p=0.1; rs5400 X’=0.010 p=0.92 y rs5404 X°=0.010 p=0.92)

Al comparar la distribucion de genotipos del polimorfismo rs5393 de acuerdo con los
valores somatomeétricos y bioquimicos (edad, género, antecedentes de obesidad,
antecedentes de diabetes, IMC, indice HOMA y niveles de glucosa, insulina y

triglicéridos), solo se observaron diferencias significativas para los niveles de glucosa
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(p=0.01), siendo éstos mayores en los portadores del genotipo A/A; sin embargo,
tanto en el IMC como en los niveles de insulina a pesar de no presentar diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre genotipos, se observan niveles mas
elevados en los portadores del genotipo A/C; mientras que los niveles de triglicéridos
son mayores para portadores del genotipo A/A, en comparacion con el genotipo A/C
(cuadro 3), posteriormente, se analizaron estratificando por casos y controles (datos
no mostrados), sin que se observaran diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05).

Cuadro 3. Caracteristicas generales de acuerdo a los genotipos del polimorfismo rs5393
del gen SLC2A2 en poblacion infantil de Chilpancingo, Guerrero.

Variable A/A A/IC Valor p
(n=145) (n=5)

Edad (afios) 9 (7-10) 9 (8-11) 0.64°

Género
Masculino 72 (49.7) 2 (40) 1.0*
Femenino 73 (50.3) 3 (60)

Antecedentes obesidad
No 64 (44.1) 2 (40) 1.0*
Si 81 (55.9) 3 (60)

Antecedentes diabetes
No 83 (57.2) 3(60.0) 1.0*
Si 62 (42.8) 2 (40.0)

IMC (kg/m?) 18.9 (16.1-23.3) 23.3 (18.1-23.6) 0.21 °
<249 123(85) 4 (80)
24.9-28.2 16 (11) 0 (0) 0.29 *
228.3 6 (4) 1 (20)

Glucosa (mg/dL) 97 (89-101) 84 (81-92) 0.01°

Insulina pU/ml 6.6 (3.8-11.7) 10.79 (2.6-13.1) 0.67°
<452 49 (33.8) 2 (40)
4.52-9.54 49 (33.8) 0 (0) 0.24 *
>9.54 47 (32.4) 3 (60)

Triglicéridos (mg/dL) 93 (64-150) 84 (64-87) 0.27 °
<150 107 (74) 5 (100) 033 *
>150 38 (26) 0 (0) '

HOMA 1.45(0.76-2.80) 2.45 (0.60-2.52) 0.94

Datos proporcionados en: n (%), medianas (p25-75), valor p <0.05 (*X*, °Mann Whitney)
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En lo que respecta al polimorfismo rs5394, mediante un modelo dominante (C/C vs
C/T+TIT) se realizé la comparacion de los parametros somatométricos y bioquimicos
de acuerdo a cada uno de los genotipos, y solo para el IMC y los niveles de
triglicéridos se observaron diferencias estadisticamente significativas (p= 0.03,
p=0.008, respectivamente), siendo mayores para los portadores del genotipo C/C. En
cuanto a los niveles de insulina, de los individuos que presentan el alelo T en estado
homocigoto o heterocigoto (C/T+T/T), el 43% presentan hipoinsulinemia; para el
indice HOMA se observan valores mayores en los portadores del genotipo C/C, sin
que se observen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) (cuadro 4).

Cuadro 4. Caracteristicas generales por genotipos del polimorfismo rs5394 del gen SLC2A2

mediante un modelo dominante (C/C vs C/T+T/T) en poblacion infantil de Chilpancingo,
Guerrero.

C/C CIT+TIT

Variable (n=136) (n=14) Valor p
Edad (afios) 9 (8-10) 9 (7-10) 0.68°
Género
Masculino 69 (49) 5 (64) 0.40%
Femenino 67 (51) 9 (36) '
Antecedentes obesidad
No 57 (42) 9 (64) 0.15*
Si 79 (58) 5 (36)
Antecedentes diabetes
No 79 (58) 7 (50.0) 056 *
Si 57 (42) 7 (50.0) '
IMC (kg/mz) 19 (16-24) 16 (16-19) 003°
<24.9 114 (84) 13 (93) '
24.9-28.2 15 (11) 1(7) 10+
2283 7 (5) 0(0) '
Glucosa (mg/dL) 96 (89-100) 98 (87-103) 0.81°
Insulina pU/ml 7 (3-12) 5 (4-7) 0.35°
<4.52 45 (33) 6 (43)
4.52-9.54 44 (32) 5 (36) 0.60 *
>9.54 47 (35) 3(21)
Triglicéridos (mg/dL) 95 (68-150) 65 (57-82) 0.008°
<150 98 (72) 14 (100) 0.02 *
>150 38 (28) 0 (0)
HOMA 1.65 (0.71-2.88) 1.30 (0.89-1.77) 0.37°

Datos proporcionados en: n (%), medianas (p25-75), valor p <0.05 (*X°, °Mann Whitney).
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Al analizar las variables clinico-bioquimicas de acuerdo a los genotipos del
polimorfismo rs5400, se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) para el IMC, indice HOMA y niveles de glucosa e insulina, observando los
valores mas altos en los individuos heterocigotos C/T (cuadro 5).

Cuadro 5. Caracteristicas generales de acuerdo a los genotipos del polimorfismo rs5400 del
gen SLC2A2 en poblacién infantil de Chilpancingo, Guerrero.

Variable c/ic CIT Valor p
(n=142) (n=8)

Edad (afios) 9 (7-10) 11 (10-11) 0.015

Género
Masculino 69 (49) 5 (62.5) 0.49 *
Femenino 73 (51) 3(37.5)

Antecedentes obesidad
No 63 (44) 3(37.5) 1.0*
Si 79 (56) 5 (62.5)

Antecedentes diabetes
No 83 (58) 3(37.5) 0.29 *
Si 59 (42) 5 (62.5)

IMC (kg/m?) 18.75 (16-23.1) 24.05 (20.1-24.95) 0.032°
<24.9 122 (86) 5 (62.5)
24.9-28.2 13 (9) 3(37.5) 0.08 *
>28.3 7(5) 0(0)

Glucosa (mg/dL) 96 (88-100) 103(97.5-112.5) 0.07°

Insulina pU/ml 6.6 (3.2-11.5) 13.2 (8.2-15.3) 0.036°
<4.52 50 (35) 1(12.5)
4.52-9.54 48 (34) 1(12.5) 0.06 *
>9.54 44 (31) 6 (75)

Triglicéridos (mg/dL) 92 (64-144) 130 (66-188) 0.37°
<150 108 (76) 4 (50) 0.11*
>150 34 (24) 4 (50)

HOMA 1.42 (0.72-2.61) 3.16 (2.24-4.25) 0.020°

Datos proporcionados en: n (%), medianas (p25-75), valor p <0.05 (*X°, °Mann Whitney)

Para el polimorfismo rs5404, se observan diferencias significativas (p=0.03) para el
IMC con una mediana de 18.9 kg/m? para portadores del genotipo G/G, en
comparacién con 14.3 kg/m? para portadores del genotipo G/A; también se
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observaron diferencias (p=0.02) en los niveles de glucosa con valores de 97 mg/dl
(89-101) en portadores del genotipo G/G a diferencia de 71 mg/dl (68-73) para
portadores del genotipo G/A (Cuadro 6).

Cuadro 6. Caracteristicas generales de acuerdo a los genotipos del polimorfismo rs5404
del gen SLC2A2 en poblacion infantil de Chilpancingo, Guerrero.

Variable GIG G/A Valor p
(n=148) (n=2)
Edad (afios) 9 (8-10) 6.5 (6-7) 0.06 °
Género
Masculino 73 (49) 1 (50) 10*
Femenino 75 (51) 1 (50)
Antecedentes obesidad
No 64 (43) 2 (100) 0.19 *
Si 84 (57) 0(0)
Antecedentes diabetes
No 84 (57) 2 (100) 0.51*
Si 64 (43) 0(0)
IMC (kg/m?) 18.9 (16.2-23.4) 14.3 (14.1-14.4) 0.03°
<24.9 125 (84) 2 (100)
24.9-28.2 16(11) 0 (0) 1.0*
=28.3 7 (5) 0(0)
Glucosa (mg/dL) 97 (89-101) 71(68-73) 0.02°
Insulina pU/ml 6.6 (3.3-11.8) 10.2 (7.1-13.3) 0.40°
<4.52 51 (35) 0 (0)
4.52-9.54 48 (32) 1 (50) 0.54 *
>9.54 49 (33) 1 (50)
Triglicéridos (mg/dL) 93 (64-150) 58 (49-67) 0.14°
<150 110 (74) 2 (100)
>150 38 (26) 0(0) 1.0 *
HOMA 1.50 (0.74-2.82) 1.80 (1.19-2.41) 0.90°

Datos proporcionados en n (%), medianas (p25-75), valor p <0.05 (*X°, °Mann Whitney)

Dado que se observaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las
frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs5400, y también con los niveles

de glucosa de acuerdo a los genotipos, se evalué la asociacion de este SNP con las
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distintas variables consideradas en el estudio. Observando asociacion del SNP con
glucosa alterada en ayuno (OR 6.68, ICgsy, 1.30-34.42, p= 0.02) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Asociacion de los genotipos del polimorfismo rs5400 con caracteristicas
somatométricas y bioquimicas de la poblacion de estudio.

Modelo Crudo Modelo Ajustado®

CC CT OR 1Cos9 P OR 1Cos96 p
Variables n (%) n (%)
Antec.
obesidad 63 (44) 3(38) 1*
NO 79 (56) 5 (63) 1.33 0.31-5.77 0.70 145 0.32-6.55 0.63
SI
Antec.
diabetes 83 (58) 3(37) 1*
NO 59 (42) 5 (63) 2.34 0.54-10.19  0.26 218 0.48-9.87 0.31
SI
IMC (kg/m?)
<24.9 122 (86) 5 (63) 1*
24.9-28.2 13 (9) 3(38) 5.63 1.20-26.30  0.03 498 0.99-25.13 0.05
>0 =28.3 7(5) 0 (0) 3.48 0.06-37.82  0.31 3.48 0.06-37.82 0.31
Glucosa
(mg/dl)
Normal 98 (69) 2 (25) 1*
Alterada 44 (31) 6 (75) 6.68 1.30-34.42 0.02 6.36 1.18-34.37 0.03
Insulina pU/ml
4.52-9.54 48 (34) 1(13) 1*
<4.52 50 (35) 1(13) 0.96 0.05-15.78 0.98 1.26 0.73-21.88 0.87
>9.54 44 (31) 6 (74) 6.54 0.75-56.53 0.09 6.42 0.72-57.14  0.10
Triglicéridos
(mg/dl)
<150 108 (76) 4 (50) 1*
>150 34 (24) 4 (50) 3.17 0.75-13.38  0.12 2.63 0.59-11.70 0.20
HOMA
1.06-2.29 49 (35) 1(13) 1*
<1.06 49 (35) 1(13) 1 0.06-16.44 1.0 142 0.82-24.69  0.81
>2.29 44 (30) 6 (74) 6.68 0.77-57.69 0.08 6.76  0.76-60.20 0.09

*Categoria de referencia. OR (odds ratio) con un IC (intervalo de confianza) del 95% y un valor de p
significativo <0.05. °Ajustado por edad y sexo.
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De acuerdo a la posicion de los cuatros SNPs se realizé la construccion de

haplotipos (Figura 6).

rs5393 rs5394 rs5400 rs5404
A C C G
5’ ' 3’
-y
C T T A

Fig 6. SNPs A/C (rs5393), C/T (rs5394), C/T (rs5400) y G/A (rs5404) en el gen SLC2A2.

Debido a que cada SNP es bialélico (2*=16) es posible obtener 16 combinaciones
alélicas (haplotipos), sin embargo mediante el programa SHEsis solo se infirieron 6
haplotipos (ACCG, ATCG, ACTG, CCCG, ACCA, ATCA), de los cuales solo el
haplotipo ACTG se asocia con los niveles alterados de glucosa en ayuno (OR 6.10,
ICys59,1.21-30.78, p= 0.01), (Cuadro 8).

Cuadro 8. Asociacion de los haplotipos de los polimorfismos rs5393, rs5394, rs5400 y rs5404
del gen SLC2A2 en la poblacién de estudio.

Modelo crudo

Haplotipos Casos Controles OR IC (95%) p
(%) (%)

ACCG* 0.89 0.910 1.0*

ATCG 0.05 0.045 1.07 0.35-3.27 0.91
ACTG 0.06 0.010 6.10 1.21-30.78 0.01
CCCG 0.025 ND ND ND
ACCA 0.005 ND ND ND
ATCA 0.005 ND ND ND

*Categoria de referencia. OR (odds ratio) con un IC (intervalo de confianza) del 95% y un
valor de p significativo <0.05.
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Los polimorfismos evaluados presentaron un alto desequilibrio de ligamiento (DL), lo
cual indica que no se segregan de manera independiente, con excepcion de los

polimorfismos rs5394 y rs5404 (cuadro 9).

Cuadro 9. Desequilibrio de ligamiento (D’) entre los SNPs de SLC2A2.

SLC2A2 rs5394 rs5400 rs5404
rs5393 1.000 1.002 1.009
rs5394 1.000 0.446
rs5400 1.005
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Defectos en la liberacion de insulina por la célula B pancreatica pueden dar como
resultado un desorden en la regulacion de los niveles de glucosa, al reducir la
eficiencia de la entrada de glucosa y afectar los niveles de secrecion de insulina. Se
sugiere que determinantes genéticos y ambientales puede conllevar a esta falla, por
lo que es necesario el conocimiento de las bases genéticas de este proceso y de la
actividad celular (Kahn et al., 2006). Una de las proteinas que participan en este
proceso es GLUT2 codificada por el gen SLC2A2 (Eny et al., 2008), en este gen se
han descrito polimorfismos de un solo nucleétido (rs5393, rs5394, rs5400, rs5404),
gue se asocian con los niveles alterados de glucosa en ayuno, fase denominada
prediabética, antecesora al desarrollo de DM2 (Kilpelainen et al., 2007, Ebe
D’Adamo, 2011).

Al evaluar las caracteristicas somatométricas y clinicas de la poblacion infantil en el
grupo de glucosa alterada en ayuno y el grupo de glucosa normal en ayuno se
observé tendencia a una diferencia estadisticamente significativa en el IMC,
presentando valores mayores para el grupo de glucosa alterada 21 kg/m? (17-24), se
sabe que el sobrepeso y la obesidad juegan un papel importante en la fisiopatologia
y progresion hacia DM2, ya que la adiposidad visceral es un factor importante de
resistencia a insulina (Hayashi et al., 2008), dicha resistencia puede ser evaluada
con el indice HOMA parametro que presento diferencias entre los grupos de estudio,
ya que en el grupo de casos los valores fueron mayores 1.85 mg/dl (1.20-3.12); sin
embargo, el incremento en la resistencia a insulina puede compensarse mediante un
aumento en la secrecion de la hormona (Cnop et al., 2007), esto en presencia de una

adaptacion normal de la célula B ante dicho fenémeno.

Al estratificar los niveles de insulina por terciles, no se observaron diferencias entre
los grupos, sin embargo, se observa que un 38% de los casos presentan niveles de
hiperinsulinemia (>9.54 pU/ml), lo cual refleja un intento por compensar los niveles

elevados de glucosa, por otro lado un 22% de los casos presentan hipoinsulinemia
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(<4.51 pU/ml), lo cual es indicativo de una falla en el incremento de secrecion de
insulina llevando a niveles de glucosa alterada con una posible progresién hacia DM2
(Festa et al., 2006). Algunos individuos tienen reducida secrecién de insulina o
reducida masa de células 3 pero niveles normales de glucosa, como se observa en el
40% del grupo control, ya que la sensibilidad a la insulina es suficiente para
mantener la homeostasis de la glucosa (Fonseca, 2009).

En lo que respecta a poblacién infantil, no se cuentan con valores establecidos para
insulina, en los estudios realizados en poblacién infantil mexicana como el realizado
por Méndez-Castillo y colaboradores en el 2007, se reportan niveles de insulina de
7.8 £ 1.1 yU/ml en nifios y de 10.1£1.1 pU/ml en nifias en edad escolar de San Luis
Potosi, indicando que las cifras de hiperinsulinemia en esta poblacion son altas,
especialmente en el género femenino; siendo estas cifras similares a las obtenidas
en este estudio, las cuales corresponde a niveles de 7 yU/ml (4-12). Mientras que en
un estudio realizado en Durango en poblacién de 6 a 9 afios de edad, se observo
gue las concentraciones séricas de insulina (peso normal 10.74 + 15.31, sobrepeso
24.37 = 28.57) y el grado de resistencia (peso normal 2.54 + 3.84, sobrepeso 5.66 *
6.85) fue mayor en los nifios escolares con obesidad o sobrepeso respecto a los
niflos con peso normal (p<0.05) (Gonzalez et al., 2010). En poblacién de Tulancingo,
Hidalgo se establecieron valores de insulina de 5.2 + 3.8 pU/ml para los individuos
con normopeso (Arias, 2005), los cuales son menores a los observados en la
poblacion de este estudio.

En un estudio realizado en poblacion adulta de 20 a 65 afios de edad, se establecen
los valores normales de insulina sérica de una persona sin sobrepeso, con
metabolismo normal de la glucosa y sin dislipidemias de 8.7 + 3.2 yU/ml (Vazquez et
al., 2003), estos datos son ligeramente mayores a los de la poblacion infantil de
Chilpancingo, Guerrero (Cuadro 1); sin embargo, existe una diferencia en cuanto a la

edad de la poblacién.

25



Haplotipos del gen SLC2A2 en poblacién infantil con niveles de glucosa alterada en ayuno

En esta investigacién no se observaron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto a las frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs rs5393, rs5394 y rs5404.
Para el SNP rs5393 se observo con mayor frecuencia el genotipo A/A con un 95%,
datos similares se muestran en el estudio realizado por Laukkanen en el 2005, en
poblacion finlandesa donde este genotipo se reporta en un 88%. El genotipo
homocigoto C/C del SNP rs5394, fue el genotipo predominante con una frecuencia
de 91% del total de la poblacion, el alelo T se present6 en el 5% de la poblacion y el
alelo C en un 95%, esto es similar a lo reportado por Kilpelainen en el 2007, quien
reporta el alelo C con un 91% y el alelo T con un 9%. En este mismo estudio se
reporta un 10% para el alelo A del SNP rs5404, mientras que en este estudio se
presentd en un 1%, menor a lo reportado por Kilpelainen; predominando el genotipo

G/G con un 98% y el heterocigoto G/A con un 2%.

A diferencia de los tres SNPs anteriores, para el SNP rs5400 se mostraron
diferencias en cuanto a las frecuencias genotipicas entre grupos de estudio, ya que
el genotipo C/T se presentd en el 12% del grupo de glucosa alterada en ayuno en
comparaciéon con un 2% en el grupo de glucosa normal en ayuno; de igual manera se
presentaron diferencias en las frecuencias alélicas con un 6% para el alelo T en el
grupo de glucosa alterada; lo cual indica que el riesgo para niveles alterados de
glucosa esta dado por la presencia de este alelo, mientras que Kilpelainen reporta un

13% para el alelo T.

Las frecuencias genotipicas reportadas en el presente estudio se encuentran en
equilibrio génico (p>0.05), lo que indica que las frecuencias génicas se mantienen
constantes de generacién en generacién, ya que en la poblacidon se cumple con
ciertas condiciones, se reproduce aleatoriamente, la poblacion es suficientemente

grande, no existe migracion, mutacion o seleccién natural (Iniesta et al., 2005).

Posteriormente, se analizaron las variables somatométricas y bioquimicas de
acuerdo a la distribucion de genotipos, para el SNP rs5393 se observaron diferencias
en los niveles de glucosa con valores de 97 (89-101mg/dl) para portadores del
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genotipo A/A y valores de 84 (81-92 mg/dl) para portadores del genotipo A/C, estos
datos son similares al estudio realizado en poblacién finlandesa en sujetos obesos
con glucosa alterada en ayuno, donde el genotipo A/A incrementa el riesgo de DM2
(OR 3.04, 1Cgs¢, 1.34-6.88, p= 0.008) (Laukkanen et al., 2005). Sin embargo, esto
difiere del estudio realizado de igual manera en poblacion finlandesa donde se
evalu6 la actividad fisica observando que los portadores del genotipo A/A
presentaron una disminucion en el riesgo para desarrollar DM2 (OR 3.7- OR 2.6) a
diferencia de los portadores del alelo C, sin que se observara alguna respuesta al
cambio de actividad fisica (Kilpelainen et al., 2007). Por otro lado, se conoce que
GLUT2 es regulado en su conjunto por glucosa y por factores lipogénicos (Leturque
et al., 2009). Algunos factores transcripcionales que se han visto implicados en la
regulacion de la célula B son homeobox-1 duodenal pancreatico (PDX-1) y Foxo-1,
expresandose mayoritariamente en islotes pancreéticos de pacientes diabéticos en
comparacién con los no diabéticos (Del Guerra et al., 2005).

Al realizar el analisis comparativo de medidas somatométricas y bioguimicas con
respecto de los genotipos del SNP rs5394 mediante un modelo dominante (C/C vs
C/T+T/T), se observé un incremento del IMC en los portadores del genotipo C/C. En
un estudio multicéntrico realizado en Estados Unidos con 169 nifios y adolescentes
obesos, la prevalencia de tolerancia a la glucosa alterada fue elevada en 25% de los
nifios entre 4 y 10 afios y 21% de los adolescentes, confirmando DM2 en un 4%
(Licea et al., 2008), lo que muestra una relacion entre el aumento de IMC y los
niveles de glucosa, como se observa en los portadores del genotipo C/C, asi también
en los portadores de este genotipo se observa un incremento en los niveles de
triglicéridos 95 (68-150 mg/dl) en comparacion con los portadores del alelo T
(C/T+T/T). La obesidad y el incremento de acidos grasos estan asociados con la
resistencia a insulina, ya que el incremento intracelular de acidos grasos puede
resultar por una competicion con la glucosa por el sustrato de oxidacion, llevando a
una serie de inhibiciones de enzimas glucoliticas, por otro lado el incremento de
acidos grasos libres y la disminucion del metabolismo intracelular, resulta en un

incremento intracelular de diacilglicerol, acetil CoA y ceramidas, que llevan a la
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activacion de la cascada de fosforilacion serina/treonina del IRS1 e IRS2, con una
reducida capacidad de estas moléculas para activar PI3K (Kahn et al., 2006). El 35%
de los portadores del genotipo C/C presentan niveles de hiperinsulinemia, lo cual
puede explicarse por el efecto compensatorio a la resistencia a la insulina a causa de
los niveles elevados de IMC vy triglicéridos, ya que a pesar de no presentar
diferencias estadisticamente significativas, los portadores del alelo T (C/C+C/T)
presentan en un 43% valores de insulina <4.52 uyU/ml, lo cual indica una baja
secrecion de insulina y por lo tanto niveles ligeramente mayores de glucosa 98 (87-
103 mg/dl) en comparacién de portadores del genotipo C/C. Este SNP se ha
asociado en estudios previos con una disminucion de los niveles de insulina y la

progresion de glucosa alterada en ayuno a DM2 (Bae et al., 2010).

Tanto el SNP rs5393 como el SNP rs5394 se localizan en la regiébn promotora del
gen SLC2A2, lo cudl seria un indicativo de alguna alteracion en el nivel de expresion;
sin embargo, no se cuentan con datos precisos de que sean sitios de union a
factores de transcripcion, Del Guerra y colaboradores en el 2009, reportaron que la
presencia del polimorfismo rs5394 se asocia con una reduccion del 30% en la
expresion de ARNm de GLUT2, en cultivos celulares de islotes pancreaticos. Sin
embargo, en el presente estudio no se realiz6 esta evaluacion la cual podria dar un

resultado mas claro de lo que sucede con la expresion de la proteina.

El SNP rs5400 conlleva a un cambio de aminoacido (treonina-isoleucina) en el
dominio transmembranal dos de GLUT2, no se ha demostrado que esta variante
conlleve a alguna disminucion en la actividad del transportador, pero recientemente
se encontrd que en poblacién canadiense los portadores de la variante consumian un
14% mas de azucares (Eny et al., 2008). En el presente estudio los portadores del
genotipo C/T mostraron niveles mas elevados de glucosa 103 (97.5-112.5 mg/dl) en
comparacion con los portadores del genotipo C/C, lo cual podria indicar que estos
individuos tienen una alta ingesta de carbohidratos, por lo cual el trasportador se
encuentra altamente activo para la secrecion de los niveles de insulina 13.2 (8.2-15.3

pU/ml) que compensa las altas cantidades de glucosa, por otro lado, se observa que
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los portadores del genotipo C/T presentan un alto IMC 24.05 (20.1-24.95 kg/m?), lo
cual genera una resistencia a insulina ya que el indice HOMA para los portadores de
este genotipo es alto 3.16 (2.24-4.25). En un estudio de genes candidato realizado
en poblacion finlandesa y estadounidense se observo asociacion del SNP con el
desarrollo de DM2 (OR 1.28, ICgsy, 1.11-1.49, p= 0.0023) (Gaulton et al., 2008) ya
gue aquellos pacientes con glucosa alterada tienden al desarrollo de DM2. De igual
manera Willer en el 2007 en poblacién finlandesa observé asociacion del SNP
rs5400 con el desarrollo de DM2 (OR 2.98; ICgs¢, 1.31-6.79, p= 0.014). Por otro lado,
Barroso y colaboradores en el 2003 observaron la asociacion del SNP bajo un
modelo dominante (OR 1.49, p=0.0059).

Estos reportes son evidencia de la asociacion del SNP con el desarrollo de DM2, y
niveles elevados de glucosa, sin embargo, no se tienen datos claros de lo que
sucede en la proteina por el cambio aminoacidico y de como esto interviene en la
secrecion de insulina, de acuerdo a lo observado en el estudio, se podria sugerir que
la actividad del transportador se incrementa y por lo tanto se genera una mayor

secrecion de insulina.

Asi también en el analisis de la estructura funcional de GLUT2 se indica que el
transporte ocurre por la unién de la glucosa con los sitios de acoplamiento dentro del
canal, causando cambio conformacional de la proteina, pero en mutantes de GLUT2,
la union de la glucosa en el sitio interno del canal puede limitar a la proteina en este

sitio activo de sefializacion y de cambio conformacional (Leturque et al., 2009).

El SNP rs5404 a pesar de presentar un cambio de nucleétido no genera un cambio
aminoacidico. Al analizar las variables somatométricas y bioquimicas con respecto a
los genotipos de este SNP, se observdo que los niveles elevados de glucosa
corresponde a los portadores del genotipo G/G 97 (89-101 mg/dl) en comparacién
con el genotipo G/A, asi también se observa un incremento en el IMC; sin embargo,
esto no se relaciona con resistencia a insulina, ya que los niveles mayores en el

indice HOMA, asi como en la secrecion de insulina se observan en portadores del
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genotipo G/A, sin mostrar diferencias significativas. En el estudio realizado por
Laukkanen y colaboradores se reporta el incremento en los niveles de glucosa en un
13% para el genotipo G/G en comparacion de un 12.20% para portadores del alelo A;
sin embargo, no se reportan diferencias en los niveles de insulina, indice HOMA e
IMC entre los genotipos, atribuyendo el riesgo al homocigoto silvestre G/G. A
diferencia del estudio realizado por Barroso y colaboradores en el 2003, en el cual el
riesgo de desarrollar DM2 es atribuido al alelo T del SNP rs5400 y al alelo A del SNP
rss5404.

Los cuatro SNPs evaluados son bialélicos al realizarse la combinacién de alelos se
podrian generar 16 haplotipos distintos, sin embargo, de acuerdo a los genotipos
encontrados en cada SNP y a la inferencia realizada mediante el programa SHESsis,
se infirieron 6 haplotipos (ACCG, ATCG, ACTG, CCCG, ACCA, ATCA), este dato es
similar a lo reportado por Laukkanen donde se realiz6 la inferencia de siete
haplotipos (ACCG, ACTG, ACTA, CCTG, CCTA, CTTG y CTTA); sin embargo, solo
el haplotipo ACCG y ACTG inferidos en el presente estudio coinciden con los
reportados por Laukkanen, quién reporta que ninguno de los siete haplotipos
incremento el riesgo de DM2 y el haplotipo CTTA se observé como protector del
desarrollo de DM2 (OR 0.27, ICgs¢, 0.09-0.79, p=0.016).

Al observar que el alelo T del SNP rs5400 esta asociado con niveles alterados de
glucosa en ayuno y que se observo un incremento en los niveles de glucosa para los
portadores de los alelos de menor frecuencia de los SNPs rs5393, rs5394 y rs5404;
el haplotipo ACTG fue asociado con niveles alterados de glucosa en ayuno (OR 6.10,
1Cg50,1.21-30.78, p=0.01). En el estudio realizado por Kilpelainen y colaboradores en
el 2007, se observa que de los cuatro SNPs se forman los mismos siete haplotipos
reportados por Laukkanen, donde la interaccion del haplotipo CTTA formado por el
alelo C del SNP rs5393, el alelo T del SNP rs5394, el alelo T del SNP rs5400 y el
alelo A del SNP rs5404, con el cambio en la actividad fisica efectuada por los

participantes del estudio mostré una disminucion en el riesgo de desarrollar DM2, lo
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cual se explica por una mejor preservacion de la funciéon de la célula B en los

portadores de los genotipos en respuesta al ejercicio.

Se analizaron de manera simultdnea cuatro polimorfismos del gen SLC2A2, los
cuales presentaron un alto desequilibrio de ligamiento, es decir la probabilidad de
que estos cuatro loci cercanos se recombinen es baja. El desequilibrio de ligamiento
es util para localizar polimorfismos asociados con la enfermedad (Iniesta et al.,
2005). Estudios realizados en poblacion finlandesa muestran un alto desequilibrio de
ligamiento (r>>0.98), (r* >0.8) (Laukkanen et al., 2005, Kilpelainen et al., 2007); lo

cual coincide a lo observado en este estudio.

Con base a lo anteriormente descrito, se puede concluir que las frecuencias
genotipicas para cada uno de los SNPs son las siguientes: rs5393 (A/A=95%, A/C=
5%), rs5394 (C/C=91%, C/T=8%, T/T=1%), rs5400 (C/C=98%, C/T=2%), rs5404
(G/IG=98%, G/A=2%). Mientras que la determinacion de las frecuencias de haplotipos
son: (ACCG=91%, ATCG=4.5%, CCCG=2.5%, ACTG=1%, ACCA=0.5%,
ATCA=0.5%). Al comparar parametros clinico-bioquimicos, los portadores del
genotipo A/A del SNP rs5393 mostraron niveles elevados de glucosa al igual que los
portadores del genotipo G/G del SNP rs5404, asi como un mayor IMC, los portadores
del genotipo C/T del SNP rs5394 mostraron niveles elevados de triglicéridos e IMC,
los portadores del genotipo C/T del SNP rs5400 presentaron niveles alterados de
glucosa en ayuno, asi como niveles elevados de insulina, indice HOMA e IMC. El
haplotipo ACTG del gen SLC2A2 inferido mostr6 asociacion con niveles alterados de

glucosa en ayuno.
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