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iii. Resumen

Las mitocondrias juegan un papel muy importante en la funcién y el metabolismo
energético celular, estas contienen su propio genoma denominado DNA
mitocondrial (mtDNA); las variantes y haplogrupos en el mtDNA juegan un papel
fundamental en el desarrollo y la patologia de diferentes enfermedades, asociadas
al mal funcionamiento de las mitocondrias como en la diabetes e hipertension. Por
lo cual se identificaron las variantes en la region D-Loop del mtDNA para estudiar
su asociacién con hipertension en pacientes de una poblacién mestizo-mexicana
con diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) que pudieran utilizarse como marcadores
moleculares de riesgo o proteccién. La poblacion de estudio incluye 927 muestras,
divididos en tres grupos, uno incluye a los controles sanos y los otros dos a los
pacientes con diabetes y pacientes con diabetes e hipertension, provenientes del
hospital No.1 “Dr. Calos MacGregor Sanchez Navarro” perteneciente al Instituto
Mexicano del Seguro Social. Para esto se secuencio la region control del mtDNA
para identificar las variantes genéticas y los haplogrupos por alineamiento con la
secuencia de referencia de Cambridge (CRS). Siguiendo los criterios de Kumar
et al., (2011) se identificaron los haplogrupos A4 en el grupo control (7.4%), grupo
con diabetes (8.7%), y grupo con diabetes e hipertension (11%), A2e grupo control
(11.6%), grupo con diabetes (6.9%), y grupo con diabetes e hipertension (7.3%)),
C1 grupo control (8%), grupo con diabetes (8.7%), y grupo con diabetes e
hipertension (9.4%) y C1c grupo control (3.6%), grupo con diabetes (0.7%), y grupo
con diabetes e hipertension (1.6%), A2 grupo control (23%), grupo con diabetes
(18.1%), y grupo con diabetes e hipertension (11.5%), B2 (grupo control (23.9%),
grupo con diabetes (22.2%), y grupo con diabetes e hipertension (20.4%)), Clb
grupo control (1.8%), grupo con diabetes (5.2%), y grupo con diabetes e
hipertension (4.7%) y C1d grupo control (2.5%), grupo con diabetes (1.4%), y grupo
con diabetes e hipertension (0.5%). Mientras que se identificaron 14 variantes con
frecuencias igual o superiores al 15% en los grupos de controles y casos con

diabetes e hipertension.
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iv. Abstract

The mitochondria play a very important function in cellular energy metabolism, they
contain their own genome called mitochondrial DNA (mtDNA); variants and
haplogroups in mtDNA play a fundamental role in the development and
pathogenesis of different diseases associated with the malfunctioning of
mitochondria, such as diabetes and hypertension. Then, we searched for variants in
the D-Loop region of mtDNA to study the association of this variants with
hypertension in patients from a mestizo-Mexican population with type 2 diabetes
mellitus (T2DM) that could be used as molecular markers of risk or protection in
these diseases. We have a total population of 927 samples, divided into a control
group, patients with diabetes and patients with diabetes and hypertension, from
hospital No.1 "Dr. Calos MacGregor Sanchez Navarro” belonging to the Mexican
Social Security Institute. Sequencing of the mtDNA control region was performed for
subsequent identification of genetic variants and haplogroups by alignment with the
Cambridge Reference Sequence (CRS). Haplogroups were determined according
to the criteria described by Kumar et al. (2011). The haplogroups identified were A4
in the control group (7.4%), the diabetes group (8.7%), the diabetes and
hypertension group (11%), A2e in control group (11.6%), the group with diabetes
(6.9%), and the group with diabetes and hypertension (7.3%), C1 in the control group
(8%), the group with diabetes (8.7%), and the group with diabetes and hypertension
(9.4%), C1c in the control group (3.6%), the group with diabetes (0.7%), and the
group with diabetes and hypertension (1.6%) haplogroups A2 in the control group
(23%), the group with diabetes (18.1%), and the group with diabetes and
hypertension (11.5%), B2 in the control group (23.9%), the group with diabetes
(22.2%), and the group with diabetes and hypertension (20.4%)), C1b in the control
group (1.8%), the group with diabetes (5.2%), and the group with diabetes and
hypertension (4.7%), and C1d in the control group (2.5%), the group with diabetes
(1.4%), and the group with diabetes and hypertension (0.5%). The variants with
frequencies equal or greater than 15% were 14 and they will be analyzed to
determine the association with diabetes and hypertension compare with the groups
of controls and cases.
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Introduccion
Diabetes

La diabetes mellitus se refiere a las alteraciones metabdlicas que dan como
resultado hiperglucemia crénica (Kerner & Brickel, 2014). Esta enfermedad se
caracteriza por altos niveles de glucosa en la sangre de las personas, debido a un
déficit en la cantidad de insulina o porque las células no pueden utilizar de manera
eficiente la insulina producida por el pancreas, dando como resultado una afeccién

cronica (Organizacion Panamericana de la Salud, 2021).

La diabetes se clasifica principalmente en diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes
mellitus gestacional y tipos especificos de diabetes debido a otras causas, teniendo
como ejemplo, sindromes de diabetes monogénica dando como resultado la
diabetes neonatal, enfermedades del pancreas exocrino como fibrosis quistica y
pancreatitis, y diabetes inducidas por farmacos o quimicos como glucocorticoides
gue son usados después de algun trasplante de 6rgano o como tratamiento a VIH

(American Diabetes Association, 2020).

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) tiene la mayor frecuencia dentro de todas las
poblaciones del mundo, incluyendo México quien se encuentra dentro de los
primeros lugares en prevalencia. Es una enfermedad de suma importancia para la
investigacion, debido a sus repercusiones econdmicas, demograficas y en la
reduccion de la esperanza de vida de la poblacion, impactando negativamente en
el bono productivo derivado de la transicion epidemiolégica. Esta enfermedad
presenta diversos factores ambientales y genéticos que pueden ser estudiados

desde distintas perspectivas en la poblacién mexicana (Redondo et al., 2020).
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Epidemiologia de la diabetes

La DMT2 es una de las enfermedades con mayor frecuencia en el mundo, se estimo
gue en el 2019 existia una poblacion mundial de aproximadamente 7.7 mil millones
de personas; 5 mil millones de ellos con edad entre 20 y 79 afios, de los cuales 463
millones de personas padecieron en su mayoria DMT2 y de estos fallecieron cerca
de 4.2 millones de personas, siendo en paises de bajos ingresos donde se calcula
gue hay un mayor porcentaje de personas que la padecen (International Diabetes
Federation, 2019).

En México desde el afio 2000 la DMT2 se ha convertido en la principal causa de
muerte en mujeres y la segunda en hombres, teniendo en el 2010 un total de 83,000
defunciones (Instituto Nacional de Salud Publica, 2021a). Para el afio 2019 se
estimaba que en el pais existian aproximadamente 12.8 millones de personas con
diabetes entre los 20 y 79 afios, siendo asi el sexto pais con mayor nimero de casos
a nivel mundial, solo por debajo de paises como China, India y Estados Unidos

(Figura 1) (International Diabetes Federation, 2019).

Tan solo en el primer trimestre del afio 2021 se registraron 3,831 caso de pacientes,
con DMT2 (Direccién General de Epidemiologia, 2020), si esta tendencia continua
y se espera que para el afio 2045 al menos 700 millones de adultos tendran algun
tipo de diabetes, siendo los paises de ingreso medios a bajos los mas afectados

(International Diabetes Federation, 2019).
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Figura 1. Mapa de distribucion de personas que viven con DMT2 entre las edades
de 20 a 79 afos, figura tomada de International Diabetes Federation, 2019.

Fisiopatologia de la diabetes

La DMT2 se caracteriza por concentraciones elevadas de glucosa en plasma y
alteraciones metabdlicas. La glucosa es la principal fuente de energia en el cuerpo
humano, es absorbida en el intestino y se encuentra regulada por un complejo de
actividades hormonales. Para que la glucosa entre a las células por difusiéon
facilitada es necesario una eficaz sefializacion dirigida a través de insulina (Guthrie
& Guthrie, 2004). Cuando esta enfermedad no se diagnostica a tiempo o no se le
da la atencion adecuada, puede desencadenar una serie de complicaciones que
involucran otros factores relacionados con obesidad o enfermedades

cardiometabdlicas (Rozzo, 2020).
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Las células beta son la principal fuente de secrecion de insulina, si bien los distintos
subtipos de diabetes comparten similitudes, la DMT2es la mas comun y es causada
por dos principales factores como son: la secrecion defectuosa de insulina por las
células B pancreaticas y la incapacidad de los tejidos de responder adecuadamente
a los estimulos de la insulina (Galicia-Garcia et al., 2020).

La resistencia a la insulina puede llegar a causar niveles altos de acidos grasos
libres que a su vez provocaran el aumento de la masa de células beta y la secrecién
de insulina para tratar de compensar la insensibilidad a la insulina. Todo este
proceso tiene como consecuencia la alteracion del metabolismo de los lipidos
contribuyendo asi a la disminucién de la funcion de las células beta y la lipotoxicidad,

promoviendo la DMT2 (Himanshu et al., 2020).
Riesgos genéticos de la diabetes

Existen diferentes factores ambientales (como la alimentacion y el estilo de vida) y
genéticos, asi como sus complejas interacciones que estan involucrados en el
desarrollo de DMT2 (Aka et al., 2021).

Entre los factores genéticos que podrian estar contribuyendo al desarrollo de la
diabetes estan las diversas alteraciones que ocurren en el transportador de glucosa
4 (GLUT-4), la cual es una proteina encontrada en el citoplasma de células de tejido
insulinodependientes, cuya funcion es la de captar glucosa sin gasto energético
(Barakat & Almeida, 2021).

Otro factor genético, es la presencia de citocinas proinflamatorias, como el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), las interleucinas 1y 6 (IL-1 e IL-6), y el &cido graso
palmitico, los cuales pueden ocasionar resistencia a la insulina a través de la
fosforilacién de residuos de serina en el receptor a insulina (Barakat & Almeida,
2021).

Asimismo, se conoce el papel del gen aldosa reductasa (AR), también conocido
como aldehido reductasa (ALDR1), en pacientes diabéticos que puede ser inducida
por el metilglioxal siendo el producto final de la glicacién y el estrés oxidativo en un

estado hiperglucémico. La AR esta codificada por el gen ALR2, donde se ha
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observado que las variantes asociadas a diabetes se encuentran en la region

reguladora 5’, corriente arriba de ALR2 (Jankovic et al., 2021).

La actividad de los receptores nucleares es muy importante para poder llevar a cabo
las funciones metabdlicas que dependen de la disponibilidad de ligandos
endogenos, acidos grasos y sus derivados producidos por la accion catabolica de
las lipasas metabdlicas. Un ejemplo es la triglicérido lipasa adiposa que es activada
por el receptor activador proliferador de peroxisoma y (PPARY) y a la inversa, libera
acidos grasos ligados por medio de los receptores activados por proliferadores
peroxisomicos tipo a (PPAR a) demostrando la dependencia de las lipasas y los

receptores nucleares (Dixon et al., 2021).

Otras variantes importantes se encuentran en el factor de transcripcion HNF; las
variantes en los genes HNF1-a, HNF4-a y HNF1-8 han sido relacionados con la

diabetes juvenil también conocida como MODY (Cubuk & Yalgin Capan, 2021).

Algunos estudios muestran que la presencia de variantes funcionales en TCF7L2 y
posiblemente en los genes que codifican el receptor de sulfonilurea como
KCNJ11 y ABCCS8 afectan la respuesta a las sulfonilureas aumentando el riego a
DMT2. La compleja interaccion de resistencia y secrecion de insulina aln no estan
del todo clara, aunque las diversas investigaciones siguen contribuyendo a través

del tiempo para un mejor entendimiento (Redondo et al., 2020).

En Meéxico, la conocida variacion genética del riesgo para el desarrollo de
dislipidemia y DMT2, explica una baja proporcion de la variacion total del riesgo;
entre los genes asociados a la determinacion de los niveles de lipidos en la
poblacion mexicana estan GCKR, AKR1C4, HMGCR, SLC16Al11, APOCS3,
APOA5/BUD13, ABCAL, LIPC, LPL y APOA1, LCAT, MLXIPL, RBM6, SPTLC3,
ANXA9, LDLR, FADS1-2-3, NCAN y APOB. Sorprendentemente, las variantes
SLC16A11 y ABCAL, derivadas de la ascendencia nativa americana, mostraron la
mayor contribucion a los niveles de lipidos y de DMT2 en esta poblacion (Huerta-
Chagoya etal., 2020). Otras variantes en los genes VEGFA (rs2010963)
y SIRT1 (rs7896005) estan asociados con rasgos cardiometabdlicos, HDL-C y DBP
en pacientes con DMT2, pudiendo explicar la susceptibilidad a desarrollar
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complicaciones cardiovasculares y la comorbilidad derivada como principal causa

de muerte en pacientes mexicanos con DMT2 (Totomoch-Serra et al., 2018).

Hallazgos en poblacion maya, grupo étnico del estado de Yucatan revelé una
asociacion de SIRT1 (rs7896005) y WFS1 (rs6446482) con DMT2 y demostr6é una
alta covarianza para DMT2, la edad y el IMC convariantes PPARGC-
1a (rs8192678), SIRT1 (rs7896005), TCF7L2 (rs7903146 y
rs122243326), UCP3 (rs3781907) y HHEX (rs1111875) (Dominguez-Cruz et al.,
2020).

Aunqgue la poblacion mexicana se origind principalmente a partir de la mezcla de
poblaciones ancestrales europeas y nativas americanas, estudios muestran la
puntuacion obtenida a partir de variantes genéticas derivadas de europeos no
captura completamente el componente genético subyacente para la DMT2 y las
dislipidemias en mestizos mexicanos. Por lo que se enfatiza la necesidad de
identificar variantes de riesgo genético adicionales, que probablemente sean
particulares para la poblacion mexicana y otras poblaciones derivadas de nativos

americanos (Huerta-Chagoya et al., 2020).

La diabetes en México

Las poblaciones hispanas/latinas soportan una carga desproporcionadamente alta
de DMT2. A pesar de que el riesgo de padecer esta enfermedad se centra
directamente en los factores ambientales, con énfasis en los cambios en la dieta y
el estilo de vida, se ha estimado que los factores genéticos representan entre el 20
y el 80 % de la variacion en el desarrollo de DMT2 (Chande et al., 2020).

La DMT2 es una enfermedad comun en todo el mundo, pero su prevalencia varia
ampliamente entre los diferentes grupos étnicos. La prevalencia de la diabetes en
los EE. UU., segun el origen étnico auto informado y la diabetes autodiagndsticada
por el médico, varia del 17,7 % en personas europeas blancas al 22,5 % en
asiaticos, el 30,6 % en hispanos y africanos y el 452 % en indios
americanos/nativos de Alaska en adultos = 75 anos. Esta diversidad es incluso

evidente en los subgrupos étnicos, donde los indios tienen el mayor riesgo de
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enfermedad con un 38,8 % entre los asiaticos y los mexicanos tienen la prevalencia

mas alta 33,4 % entre los hispanos (Yaghootkar et al., 2020).

La diabetes al ser un trastorno metabdlico complejo y heterogéneo que a menudo
se pre o postexistente con complicaciones tales como enfermedad cardiovascular,
hipertension, inflamacion, enfermedad renal crénica, retinopatias y nefropatias
diabéticas. La hipertension o presién arterial alta sostenida (HTA), esta fuertemente
asociada con complicaciones diabéticas, al igual que es conocida como un factor
de riesgo para enfermedad -cardiovascular aterosclerética y complicaciones

microvasculares (Shoily et al., 2021).
Hipertension

La hipertension arterial o HTA, es una afeccion en la que los vasos sanguineos
presentan un incremento en la presion de manera constante, debido a que la sangre
ejerce una mayor fuerza contra las paredes de los vasos sanguineos a medida que
es bombeada por el corazén, que, a una mayor presion, mayor trabajo tendra que
realizar el corazén para bombear sangre al resto del cuerpo (World Health
Organization, 2021). La HTA esté relacionada con el desarrollo de comorbilidad y
puede aumentar el riesgo de padecer cardiopatia isquémica, accidente

cerebrovascular, enfermedad renal cronica o incluso demencia (Zhou et al., 2021).

Las categorias en las que se puede clasificar a la HTA son normotensiéon (<120
mmHg sistoélica y <80 mmHg diastdlica), prehipertension (120-129 mmHg sistdlica y
<80 mmHg diastodlica), hipertensién en estadio 1 (130-139 mmHg sistélica o 80-89
mm Hg diastdlica) e hipertensiéon en estadio 2 (2140 sistdlica o 290 mm Hg
diastolica). Aunque estas categorias no se deben de basar en lecturas en un solo
punto del tiempo, para confirmar se debe de realizar en 2 0 mas puntos de tiempo
y hacer un promedio de estas tanto entre lecturas dentro como fuera de un
consultorio, todo esto descrito en “The Eighth Joint National Committee" (Flack &
Adekola, 2020).

20



Epidemiologia de la hipertension

La HTA es un problema de salud publica mundial que afecta
desproporcionadamente a la poblacion que se encuentra entre los de ingresos bajos
y medios, donde su sistema de salud es fragil y el acceso a la atencion de la
enfermedad y comorbilidades asociadas requiere un mayor tiempo. Esta
enfermedad no causa sintomas en las primeras etapas por lo que es dificil de
identificar quien lo padece, y los que son diagnosticados, frecuentemente no tienen
acceso a los tratamientos, impidiendo el control de la enfermedad de manera exitosa
(Organizacion Mundial de la Salud, 2013).

En el 2008 las enfermedades cardiovasculares fueron responsables de
aproximadamente 17 millones de muertes, de las cuales 9.4 millones fueron
causadas por HTA y se encuentra asociada a 45% de las muertes por cardiopatias
y el 51 % de muertes por accidentes cerebrovasculares, mostrandose en la figura 2
como se distribuye a nivel mundial esta mortalidad (Organizacion Mundial de la
Salud, 2013).

LRI

Figura 2. Mapa de distribucion de tasa de mortalidad por enfermedades
cerebrovasculares, figura tomada de (Organizacion Mundial de la Salud, 2013).
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En el afio 2015, en el mundo 1 de cada 4 personas del género masculino y 1 de
cada 5 del género femenino padecian HTA. Adicionalmente solo 1 de cada 5
personas diagnosticadas con HTA tiene controlada la enfermedad adecuadamente;
en el 2019 se estimd que en el mundo habia 1130 millones de personas con esta
enfermedad (World Health Organization, 2021).

En la region de las Américas anualmente ocurren 1.6 millones de muertes por
enfermedades cardiovasculares, de las cuales medio millén son menores de 70
afos; entre el 20 y 40% de la poblacion adulta se ve afectada por la hipertensién,
con un promedio de 250 millones de personas que padecen de presion arterial alta
(Instituto Nacional de Salud Publica, 2021b).

En México 1 de cada 4 personas padecen de HTA, con una prevalencia de 26.1%
en mujeres y 24.9% en hombres; se piensa que aproximadamente el 40% de estos
ignoran que padecen la enfermedad y del 60% que conocen el diagndstico
solamente la mitad estan controlando adecuadamente la enfermedad, lo cual tiene
una importante repercusion en sus condiciones de salud (Instituto Nacional de Salud
Publica, 2021b).

Fisiopatologia de la hipertension

La hipertensién al igual que la DMT2 es una de las causas de mayor morbilidad y
mortalidad en el mundo debido a la afectacion de érganos diana, el aumento de la

rigidez vascular y una mayor resistencia vascular sistémica (Foéx & Sear, 2004).

Sin embargo, aun hay una gran incertidumbre sobre la fisiopatologia de la
hipertension donde es probable que una gran cantidad de factores estén
interrelacionados. Actualmente ademas de estudiar los factores comunes como son
la ingesta de sal, la obesidad, la resistencia a la insulina, las alteraciones en el
sistema renina-angiotensina y el sistema nervioso, se evallan otros factores como
son los factores genéticos, la disfuncion endotelial, alteraciones en la nutricién

intrauterina, bajo peso al nacer, y anomalias neurovasculares (Beevers, 2001).

A medida que las investigaciones han ido avanzando, se puede destacar la

interaccion entre factores como la inflamacion cronica, el estrés oxidativo y el
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microbioma que pueden alterar la interaccion de la funcidn renal, neural y vascular.
Cabe mencionar que estos y otros factores que ya se mencionaron anteriormente
pueden variar de ser humano a ser humano, sin embargo, la elevacion de la presion
arterial es algo que influye de manera significativa, provocando una

interdependencia de un factor a otro (Harrison et al., 2021)
Riesgos genéticos de la hipertension

La hipertension es un factor de riesgo que provoca una mortalidad muy alta a nivel
mundial; algunas variantes identificadas en esta enfermedad en el gene GRK4 son
NP_892027.2:p.Arg65Leu (rs2960306), NP_892027.2:p.Val486Ala (rs1801058) y
NC_000006.11:9.11070004A>G (rs2014323), estas variantes solas o combinadas
tiene actividades de quinasa incrementada, pudiendo causar hipertension debido a

la regulacidén negativa del sistema dopaminérgico renal (Yue et al., 2021).

Si bien las variantes pueden predisponen a padecer alguna enfermedad, algunos
afectan mas a una poblacion que a otra, un ejemplo de esto es el gen ADDL1 el cual
contiene la variante NP_001341683.1:p.Gly460Trp (rs4961) la cual se ha
relacionado en poblacién ucraniana con el aumento en el riesgo de padecer
hipertension arterial, permitiendo la posibilidad de realizar investigaciones similares

en otras poblaciones (Yermolenko et al., 2021).

Aunque hay variantes asociadas directamente a la HTA hay otras que se han
asociado de manera indirecta, tal es el caso del gen de receptor hormonal de
crecimiento (GHR) que se encuentra asociado con la longevidad, donde la variante
NM_000163.5:¢.-11-51315A>G (rs4130113) potencialmente influye en la unién con
los factores de transcripcion E2A, MYF, NRSF, TAL1 y TCF12, alterando su
expresion, y se propone que individuos con hipertension mejoran la resiliencia
celular que ayuda a proteger del estrés celular ocasionado por la enfermedad
(Donlon et al., 2021).

Actualmente se han identificado mas de 30 genes con mutaciones raras y 1,477
variantes, que han resultado en formas hereditarias de hipertension o hipotension.

Las variantes relacionadas con la hipertension arterial, identificadas por estudios de
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asociacion en el genoma muestran relaciones pleiotropicas, que pueden revelar
sefales y vias bioldgicas subyacentes, proporcionando oportunidades potenciales
para la reorientacion de tratamientos en la poblacion afectada (Lip & Padmanabhan,
2020).

La asociacion entre HTA y DMT2 es alta; el hecho de padecer DMT2 supone un
aumento de riesgo de 2 a 4 veces mas de sufrir enfermedades cardiovasculares a
diferencia de aquellos individuos no diabéticos, este riego se ve multiplicado por 2
para complicaciones cardiacas, y por 4 para accidentes cerebrovasculares; esta
combinacion de DMT2 y HTA aumenta el riesgo de complicaciones tanto macro
como microvasculares, considerando este el binomio patolégico que mas morbilidad

causa en el ser humano (Abellan Alemén et al., 2011).

Las enfermedades metabdlicas producidas por una pérdida de la funcion
mitocondrial son conocidas como enfermedades mitocondriales; en el mtDNA las
mutaciones dan como resultado tanto una generacion inadecuada de ATP como
una mayor produccion de especies reactivas de oxigeno, afectando potencialmente
tejidos y érganos que tienen mayores demandas de energia como son el cerebro,
el corazén y los musculos. La disfuncion mitocondrial parece tener un papel en la
patologia de diabetes e hipertensién, una reduccion en la eficiencia bioenergética
mitocondrial para producir ATP puede tener un efecto nocivo directo sobre la

capacidad de las células (Manolis et al., 2021).

Mitocondria, DNA y metilacion mitocondrial

Las mitocondrias tienen una funcién muy importante en el metabolismo energético
celular, cuyo numero va a depender de la demanda energética de la célula. Estas
pueden alterar su morfologia en respuesta a cambios en el estado metabdlico;
contienen su propio genoma (DNA mitocondrial) que esta presente en multiples

copias en cada célula (Fazzini et al., 2021).

El DNA mitocondrial (mtDNA) es circular de doble hebra y tiene aproximadamente
16.5kb de longitud, codifica para 37 genes. La replicacion inicia en el bucle de

desplazamiento o D-loop y aunque no se conoce totalmente su funcién, se sabe que
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hay una amplia variabilidad en su secuencia; los exones son secuencias que
codifican genes y que se encuentran fuera de la region D-loop, por lo que la
probabilidad de que las variantes en el mtDNA sufran mutaciones es mayor respecto
al DNA autosdmico, lo que puede afectar directamente sus funciones (Wang Z.
et al., 2021).

A diferencia del DNA nuclear, que contiene por lo menos un promotor por gen, el
MtDNA contiene solo tres regiones promotoras, para genes codificados por la
cadena ligera (LSP), y promotores (HSP1 y HSP2) para los genes codificados por
la cadena pesada H, que es el molde para la transcripcion de la mayor parte de los
genes, ubicados en el D-loop que contiene 1124 pb (Stoccoro & Coppede, 2021).
Aunque, los estudios en relacién con los efectos funcionales de las variantes del
MtDNA y el potencial terapéutico de los péptidos derivados de las mitocondrias en

los en las variantes han sido poco explorados (Zempo et al., 2021).

Las tasas de mutacion del mtDNA depende de factores, tales como el grado de
estrés oxidativo y la fidelidad de la DNA polimerasa mitocondrial, la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), hallandose como el resultado inevitable del
proceso de fosforilacidbn oxidativa que ocurre dentro de la mitocondria, estos

subproductos quimicos son por naturaleza dafiinos para el DNA (H. Li et al., 2019).

Algunos estudios demuestran que la variante en la posicion 16,189 del mtDNA se
ha asociado con el sindrome metabdlico, en un estudio de casos y controles en
pacientes chinos de Taiwan de 40 afios 0 mas, repostandose una prevalencia de la
variante del 38.2%, estos resultados son similares a los reportados por otras
poblaciones como coreana (28.8%), japonesa (34.4%), china continental (30%) y
amerindia de Panama (28.5%); de igual manera se ha asociado la variante con
mayores concentraciones de insulina en ayunas, indice de resistencia a la insulina
e infarto cerebral lacunar. Estos datos apoyan la participacion de la variacion

genética mitocondrial en la patogénesis de la DMT2 (Wang P.-W. et al., 2009).

Las alteraciones epigenéticas del genoma nuclear, incluyendo su metilacion, la
regulacion postranscripcional del RNA no codificante y las modificaciones de

histonas se han identificado mas frecuentemente en la patogénesis de varias

25



enfermedades humanas. También, existen evidencias que sugieren que las
modificaciones epigenéticas del genoma mitocondrial pueden estar interviniendo en
la etiologia de las enfermedades humanas con son el cancer, la obesidad, la
diabetes, enfermedades cardiovasculares y enfermedades neurodegenerativas,
asociadas a diferentes regiones del genoma mitocondrial (Figura 3). Se han
encontrado niveles alterados de metilacion del mtDNA en modelos animales y en
tejidos humanos de pacientes afectados por cancer, obesidad, DMT2 vy
enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, lo que ha ayudado a
identificar una probable influencia de los factores ambientales, asi como de las
variantes del DNA nuclear, a través de alteraciones en los patrones de metilacion
del mtDNA (Stoccoro & Coppede, 2021).

Céancer

hOﬂ Obesidad y diabetes

Enfermedades §
cardiovasculares

Envejecimiento y senescencia §

* Enfermedades
neurodegenerativas §

Otras enfermedades
«+  Factores ambientales

§ Variantes genéticas del DNA
nuclear
------ Metilacion Global del mtDNA

...... Hidroximetilacion del mtDNA

Figura 3. Regiones del mtDNA y las asociaciones con diferentes enfermedades
humanas, factores ambientales y SNV nucleares. Figura tomada de (Stoccoro &
Coppede, 2021).

Las variaciones y la disfuncién del mtDNA juegan un papel fundamental en el
desarrollo y la patogenia de diferentes enfermedades. La evidencia sustancial
implica una asociacion fundamental entre los haplogrupos de mtDNA humano y
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enfermedades asociadas a al mal funcionamiento de las mitocondrias (Bao et al.,
2021) .

Haplogrupos

México es una rica fuente de estudios antropoldgicos y de genética de poblaciones
con alta diversidad en grupos lingliisticos y étnicos, el cual fue testigo del auge y la
caida de las principales civilizaciones, incluidas la maya y la azteca dando como
resultado la colonizacién europea, cambiando asi el panorama de la poblacion
drasticamente. Hoy en dia, la mayoria de los mexicanos no se identifican como
indigenas sino como mestizos, y parecen tener muy poco en comun con sus
antecesores precolombinos. Sin embargo, cuando se investiga el mtDNA heredado
de la madre en la poblaciébn mexicana moderna, este no es el caso; las secuencias
de la region de control de muestras de 2021 derivadas de todo el pais revelaron un
abrumador legado indigena estadounidense, con casi el 90 % de los mtDNA
pertenecientes a los cuatro principales haplogrupos panamericanos A2, B2, Cl1y
D1 (Figura 4) (Bodner et al., 2021a).

Varios estudios muestran que la variaciéon del mtDNA surgio durante la dispersion
humana moderna en todo el mundo. Muchas variantes que modulan la produccién
de energia también estan asociadas con subproductos metabdlicos dafinos y
disfuncion mitocondrial, que, a su vez estan implicados en el inicio y la gravedad de
varias enfermedades mitocondriales adultas diferentes. Por lo tanto, la variacion del
MtDNA que gobierna la bioenergética, el metabolismo y la termorregulacion puede
tener consecuencias potencialmente adversas para la salud humana (Friedrich
et al., 2021).
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Figura 4. Clasificacion de haplogrupos de los individuos mexicanos de 2021. El
mapa muestra las 32 unidades administrativas de México (31 estados y la Ciudad
de México, el antiguo Distrito Federal) y las muestras de cada una de las unidades
analizadas en este estudio (representadas en diferentes tamafios de cuadro). Los
subconjuntos geogréficos indicados por lineas naranjas y texto son Noroeste (NW),
Noreste (NE), Centro-Oeste (CW), Centro-Este (CE), Suroeste (SW) y Sureste
(SE). El grafico circular muestra las proporciones de los haplogrupos indigenas
americanos y otras contribuciones al conjunto de mtDNA mexicano. Figura tomada
de (Bodner et al., 2021b).

Ya que las mitocondrias son las principales encargadas del metabolismo de la célula
y por lo tanto consideramos que puede existir un papel directo sobre la DMT2 e
hipertension, y debido a la importancia del mtDNA y sus funciones, el presente
estudio se enfocd al andlisis de las variantes y sus haplogrupos para evaluar la
asociacion que puede existir en individuos con DMT2 e hipertension comparados

con individuos no afectados.
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Justificacion

La DMT2 es una enfermedad crénica con una alta incidencia en la poblacién
mexicana y entre las comorbilidades asociadas a un estado hiperglucémico crénico
derivado de la enfermedad se encuentra la hipertension arterial, la cual también
tiene una incidencia alta en poblacion mexicana. En México estas enfermedades
representan problemas graves de salud, ya que desde el afio 2000 la DMT2 es la
principal causa de muerte entre mujeres y la segunda en hombres, teniendo en el
2019 un total de 104,352. Asi también la hipertension ha tenido una prevalencia de
26.1% en mujeres 'y 24.9% en hombres, padeciéndola 1 de cada 4 personas, lo que
repercute en las condiciones de salud de los mexicanos, en la esperanza de vida y
en afectaciones econdmicas para el pais, derivado del desarrollo de comorbilidad y
gastos permanentes en atencion de salud, suministros médicos y mayor demanda
de recursos humanos en salud. La prevalencia de ambas enfermedades sigue
aumentando en México y en todo el mundo a medida que se adoptan estilos de vida
poco saludables como la ingesta de alimentos con alto valor calérico y actividades
de bajo gasto energético. Su frecuente coexistencia en un individuo no es
coincidencia, ya que hay aspectos fisiopatoldgicos compartidos por ambas
enfermedades, especialmente las relacionadas con la obesidad y su resistencia a

la insulina.

A pesar de que el mtDNA es de gran importancia en el desarrollo de la DMT2 y la
hipertension, la identificacién de variantes en el mtDNA y su asociacion con ambas
enfermedades no ha sido muy estudiada. Por lo tanto, el enfoque de este trabajo es
hacer un estudio de casos y controles para identificar las variantes en la region D-

Loop del mtDNA asociadas a la hipertension en pacientes mexicanos con DMT2.
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Hipotesis
Si algunas variantes en el mtDNA estan relacionadas con el desarrollo de la

enfermedad, entonces podrian utilizarse como marcadores moleculares de riesgo o

proteccion a diabetes y/o hipertension.

Objetivo general

Identificar las variantes en la region D-Loop del mtDNA asociados a la hipertension

en pacientes de una poblacion mestizo-mexicana con DMT2.
Objetivos especificos

1. Identificar las variantes en la region control del mtDNA de pacientes con

DTM2, pacientes con DTM2 e hipertension, y controles sanos.

2. Realizar un estudio de asociacién entre las variantes en la region control del
MtDNA de personas con DMT2 e hipertension comparado con controles

Sanos.

3. Elaborar un estudio para asociacién casos y controles de los haplogrupos
en pacientes con DMT2, pacientes con DMT2 e hipertension y controles

sanos.

4. Determinar las variantes genéticas, las variables clinicas y metabdlicas en
los grupos de diabetes y diabetes con hipertension, comparados con

controles sanos.
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Estrategia experimental
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Materiales y métodos

Disefio del estudio

Casos y controles, transversal, retrospectivo.

Extraccion de material bioldgico

Con base a los trabajos previos en el grupo de investigacion, se trabajar4 con el
DNA total de 927 muestras, agrupandose en controles, casos con diabetes y casos
con diabetes e hipertension, siendo un estudio por conveniencia de acuerdo con
(Hernandez & Carpio, 2019). Las muestras son provenientes del Hospital General
Regional No. 1 “Carlos MacGregor Sanchez Navarro”, del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS), previamente el protocolo fue aprobado por el Comité
Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS, con nimero de registro R-2017-785-
071, conservando la confidencialidad de la informacion. A todos los pacientes se les
informo sobre los procedimientos a realizar y se obtuvo su consentimiento escrito

correspondiente.
Criterios de seleccion

1) Criterios de inclusion
En el grupo de casos se seleccionaron de acuerdo con los criterios de la
Asociacion Americana de Diabetes
- Participantes mexicanos con al menos tres generaciones en México.
- Que cumplieran con cualquiera de los siguientes niveles de glucosa:
o Glucosa basal 2126 mg/dL (7.0mmol/L).
o Glucosa casual >200 mg/dL (11.11 mmol/L) en caso de los
enfermos con sintomas de hiperglucemia.
o Glucosa postprandial >200mg/dL.
- Glicemia normal mientras toma hipoglucemiantes orales.
- Cualquier genero
- Edad entre 42 y 55 afios

Para el grupo de controles estos debieron cumplir con:
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- No presentar criterios que los ubiguen con sindrome metabodlico de

acuerdo con los criterios de ATP Ill (National Cholesterol Education

Program Adult Treatment Panel 1l1).

- Glucosa basal de 12 horas <100 mg/dL

- Glucosa postprandial <140 mg/dL.
- Edad entre 42 a 55 afos.

2) Criterios de no inclusion

- Casos que presentaron alguna enfermedad infectocontagiosa u otras que

pudieran reducir su sobrevida o que pudieran confundir la ocurrencia de

eventos.

- Mujeres embarazadas

3) Criterios de exclusién

- Pacientes que no desearon participar en el proyecto de investigacion.

- Pacientes que no cumplieron con alguno de los requisitos.

Variables de estudio

En la tabla 1 se muestran las variables consideradas para este estudio.

Tabla 1. Variables de estudio.

Variable Definicion operacional Escala de Unidad de
medicion medicion
Diabetes Es un conjunto de trastornos = Cuantitativa Presente/ausente
Mellitus tipo 2 | metabdlicos, cuya  nominal

caracteristica principal es la
presencia de concentraciones
elevadas de glucosa en la
sangre de manera cronica,
debido ya sea a un defecto en
la produccién de insulina o
resistencia a la misma. Sera
evaluada por diagnostico

médico confirmatorio.
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Hipertension

Edad

IMC

Glucosa

Urea

Creatinina

La hipertension arterial es una
enfermedad crénica en la que
aumenta la presioén con la que
el corazén bombea sangre a
las arterias, para que circule
por todo el cuerpo.

Tiempo que ha vivido una
persona u otro ser Vvivo
contando desde su

nacimiento.

El indice de masa corporal
(IMC) es un numero que se
calcula con base en el peso y

la estatura de la persona.

Es el azlcar principal que se
encuentra en su sangre. Esta
proviene de los alimentos que
usted consume y es su
principal fuente de energia.
Su sangre lleva la glucosa a
todas las células de su cuerpo

para ser usada como energia.

Es el principal residuo de la
descomposicion de las
proteinas. Esta directamente
relacionada con la cantidad
de proteinas que comemos y
con las que el propio cuerpo
descompone, lo que depende

de la masa muscular.

Es un producto de desecho

generado por los musculos

Cuantitativa Presente/ausente
nominal
Cuantitativa
continua, Afos cumplidos
posteriormente <02 a0s=0
. . L, > A =]
se dicotomizara 265 anos=1
Cuantitativa kg/m?
continua
Cuantitativa mg/dl
continua
Cuantitativa mg/dl
continua
Cuantitativa mg/dl
continua

34



Colesterol

HDL

LDL

como parte de la actividad
diaria. Normalmente, los
riflones filtran la creatinina de
la sangre y la expulsan del
cuerpo por la orina. Cuando
hay un problema con los
rinones, la creatinina se
puede acumular en la sangre

y sale menos por la orina.

Es una sustancia cerosa y
parecida a la grasa que se
encuentra en todas las células
de su cuerpo. Su cuerpo
necesita algo de colesterol
para producir hormonas,
vitamina D y sustancias que le
ayuden a digerir los

alimentos.

Significa lipoproteinas de alta
densidad en inglés. A veces
se le llama colesterol "bueno”
porque transporta el
colesterol de otras partes de
su cuerpo a su higado. Su
higado luego elimina el

colesterol de su cuerpo.

Significa lipoproteinas de
Cuantitativa continua baja
densidad en inglés. En
ocasiones se le llama
colesterol "malo" porque un

nivel alto de LDL lleva a una

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

continua

mg/dl

mg/dl

mg/dl
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Triglicéridos

Presiéon

sistolica

Presion

diastélica

Haplogrupos

acumulacion de colesterol en

las arterias.

Son un tipo de grasa. Son el
tipo mas comun de grasa en
su cuerpo. Provienen de
alimentos, especialmente
mantequilla, aceites y otras
grasas que usted come. Los
triglicéridos también
provienen de calorias

adicionales.

Es la presion causada cuando
el corazbn se contrae y
empuja la sangre hacia

afuera.

Es la presiébn que ocurre
cuando el corazén se relaja y

se llena de sangre.

Variantes en el mtDNA que
influyen en la  funcion
mitocondrial, eventos
Cuantitativa continua
metabdlicos y que aumentan
la susceptibilidad al desarrollo

de enfermedades.

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

continua

Cuantitativa

discreta

mg/d|

mm Hg

mm Hg

AB,CD
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Extraccion y cuantificacion de DNA total

Se obtuvo DNA total de las muestras utilizando el protocolo de extraccion “DNeasy
Blood & Tissue Kit” (Qiagen Num. Cat. 69506, EUA) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las muestras se diluyeron en 50 pl y un
espectrofotometro (NanoDrop 2000) se determind la concentracion de DNA de cada

muestra. El DNA estuvo almacenado a -70°C hasta su uso.
Amplificacion y secuenciacion de laregion hipervariable del mtDNA

Se amplifico la region D-loop del mtDNA mediante PCR en un volumen final de 30
Ml como como se describe a continuacion: un ul de buffer 10X, una unidad de
polimerasa de alta fidelidad (Jena Bioscience, Num. Cat. PCR-2014L, Alemania),
0.5 pl (20 pmoles/ul) del primer L15811 (5" TCATTGGACAAGTAGCATCC-3"), 0.5
Ml (20 pmoles/pl) del primer H775 (5’ AGGCTAAGCGTTTTGAGCTG-3), 0.5 pl de la
mezcla de dNTP (solucion equimolar ultrapura 10 mM de dATP, dCTP, dGTP y
dTTP; Jena Bioscience, Num. Cat UN-1006, Alemania), 40ng de DNA molde.
Entonces el termociclador se programé de la siguiente manera: tres minutos de
activacion térmica de la polimerasa de alta fidelidad a 95°C, posteriormente 35
ciclos de desnaturalizacién a 95°C durante 40 s, seguido de 58°C de alineamiento
durante 40 s, 68°C de extension durante 90 sy, por ultimo, un ciclo por 7 min. Los
productos de PCR amplificados fueron purificados, mediante el kit Sap-Exo (Jena
Bioscience, Num. Cat. PP-218L, Alemania) siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Los productos purificados se secuenciaron de manera automatica en un
equipo ABI PRISM 3100, incluyendo el kit de secuenciacion BigDye Terminator v3.1
(Applied Num. Cat 4337458 Biosystems, EUA vy los primers especificos L15811,
H775, L16420 (5- CACCATTAGCACCCAAAGCT-3"; 20 pmoles/ul), y H5 (5'-
GAGTGGTTAATAGGGTGATAG-3"; 20 pmoles/ul). Las secuencias obtenidas se
analizaron para determinar las variantes mitocondriales de cada una de las

muestras.
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Determinacion de los haplogrupos mtDNA.

La determinacion de los diferentes haplogrupos del mtDNA, se llevé a cabo
mediante secuenciacion de la region D-loop y la determinacion de variantes
especificas. Cada una de las secuencias obtenidas, fue comparada con la
secuencia de referencia de Cambridge (CRS), las variantes identificas se
clasificaron siguiendo el criterio descrito por (Kumar et al., 2011), y se confirmaron
mediante Mitomaster, para determinar el Hg y SubHg de cada una de las muestras.
Para determinar las variantes especificas en la region codificante para los Hg A, C
y D, mediante PCR tiempo real, usando sondas TagMan especificas para cada uno
de los haplogrupos (cada una de las sondas y variantes se describen en la Tabla
5), el equipo StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) y el
reactivo gPCR GreenMaster highROX (Jena Bioscience Num. Cat PCR-368L,
Alemania), siguiendo las recomendaciones del fabricante. En el caso del Hg B se
determiné la delecion de 9 pb en la region codificante (AmtDNA8281-8289) con
ayuda de los primers L8200 (5 -ATGCTAAGTTAGCTTTACAGTG-3"; 20 pmoles/ul)
H8300 (5-ACAGTTTCATGCCCATCGTC-3"; 20 pmoles/pl), todas las reacciones
se llevaron a cabo en un volumen de reaccion final de 30 ul, que contenia una
unidad de polimerasa de alta fidelidad (Jena Bioscience, Num Cat. PCR-2014L,
Alemania), 0.5 ul del primer L8200 (20 pmoles/ul), 0.5 pl del primer H8300 (20
pmoles/ul), 0.5 uyl de la mezcla dNTP (Jena Bioscience Num. Cat UN-
1006,Alemania; mezcla equimolar 10 mM de dATP, dCTP, dGTP y dTTP), y 40 ng
de DNA molde, se sigui6 el protocolo del termociclador: 3 minutos de activacion
térmica de la enzima a 95°C, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por
40 s, 56°C de alineamiento por 40 s, 68°C de extension por 40 s, por ultimo, un
ciclo a 68°C, 5 min. Una vez amplificado se analizé mediante una electroforesis en
geles de acrilamida al 15% (UltraPure Acrylamide, Invitrogen, NUum. Cat. 15512023,
EE. UU), en donde se observé un retiramiento en la separacién de banda menor a

100 pb nos indic6 que la muestra tiene la delecion de 9 pb caracteristica del HgB.
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Tabla 2. Secuencia de las sondas TacMan usadas para identificar los Hg A, Cy D.

Variantes HG Secuencia de lasonda 5°-3° Reportero
A663G A TGTTAGTCATGTTAGCTTGTT VIC
TGTTAGTCATGTTATCTTGTT FAM
A13263G C CACTTCAAGTCAACTAGGAC VIC
ACTTCAAGTCAGCTAGGAC FAM
C5178A D TGTTAGTCATGTTAGCTTGTT VIC
TGTTAGTCATGTTATCTTGTT FAM

Después de obtener los electroferogramas de la secuencia de la region
hipervariable | y Il, se analizan y se determinan los cambios de bases de las
secuencias en estudio con respecto a la Secuencia de Referencia de Cambridge
(NC_012920.1) mediante el software Sequencher 4.1.4 y se comparan estos
cambios (polimorfismos) con la tabla de Kumar para asignar el haplogrupo y
subhaplogrupo correspondiente. Posteriormente, para comprobar la asignacion del
haplogrupo, las secuencias se suben en el analizador de secuencias en la pagina
web Mitomap (https://mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMASTER/ WebHome), el
cual proporciona el haplogrupo correspondiente a la secuencia problema de

acuerdo con la base de datos de genomas mitocondriales.

Analisis estadisticos

Los datos de las variables clinicas, metabdlicas y genotipicas se capturaron en una
base de datos de Excel provenientes del Hospital General Regional No. 1 Carlos
MacGregor Sanchez Navarro, del IMSS, ubicado en Ciudad de México, por el

personal de salud capacitado en investigacion nos seran proporcionados.

Se realizo una prueba de normalizacion para las variables continuas de acuerdo con
el nimero de variables y datos obtenidos entre las pruebas a considerar se
encuentran Kolmogorov-Smirnov y Kolmogorov-Smirnov Lilliefors. Las variables
que no presenten una distribucién normal se transformaron de acuerdo con sus

caracteristicas de distribucion, entre las transformaciones potencialmente a utilizar
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se encuentran la transformacion logaritmica y prueba de Kruskal-Wallis.
Posteriormente realizaron analisis univariados comparando distribuciones entre
grupos, para variables cuantitativas se utilizaran las pruebas ANOVA, ANCOVAS,
t-student y para variables categéricas prueba de Chi (X2) y Odds Ratio (OR). Para
analizar la asociaciébn con la enfermedad se realizd6 una regresion logistica
ajustando a covariables y correlacionando los valores de significancia estadistica de
acuerdo con el numero de variantes analizadas considerando la prueba de bondad

de ajuste de Bonferroni, teniendo con p<0.05 como valor inicial.

Posteriormente se analizaron los datos de las variantes candidatas por medio de
estudios in silico permitiendo anticipar la magnitud de la respuesta del sistema en
estudio con las diferenciaciones de las variables intervinientes o in vitro

aproximandonos a los mecanismos subyacentes.
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Resultados

Caracteristicas de las muestras recolectadas

Los datos que se muestran en la tabla 3 corresponden a una poblacién total de 927

muestras, 448 controles y 479 casos divididos en dos grupos de 288 pacientes con

diabetes y 191 pacientes con diabetes e hipertension, siendo un estudio por

conveniencia, provenientes del hospital No.1 “Dr. Calos MacGregor Sanchez

Navarro” perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social. Los promedios de

edad, indice de masa corporal (IMC), glucosa, urea, creatinina, colesterol,

triglicéridos, presion sistélica y presion diastélica fueron distintas, presentandose las

cifras mas altas en todos los pardmetros mencionados en el grupo de DM con

hipertension (HTA) que en el grupo que solo presenta diabetes. No se observan

diferencias en los promedios de colesterol de alta densidad (HDL) y colesterol de
baja densidad (LDL).

Tabla 3. Datos descriptivos metabdlicos y antropométricos.

POBLACION TOTAL GRUPO DE GRUPO DM DM
CONTROL COMBINADO
CON HTA
INDICADORES media + DE media = DE media = DE media + DE P
NO. DE CASOS ‘ 927 448 288 191
EDAD 52.19+10.21 47.46 £ 8.17 55.67 £ 10.7 58.05 £ 9.59 1.70E-47*
IMC ‘ 28.43+4.71 27.43 £ 3.88 28.46 +5.03 30.70+£5.17 3.49E-15%*
GLUCOSA 123.11 + 62.82 85.99 +9.78 155.82 +72.79 160.87 £ 68.56 2.03E-80*
UREA ‘ 31.65 +14.09 27.61+8.16 35.17 £17.57 35.31+16.10 1.60E-15*
CREATININA 0.85+0.30 0.82+0.17 0.85+0.30 0.92 £0.47 0.0003*
COLESTEROL ‘ 194.42 +43.71 | 190.86 +39.79 | 194.27 +44.72 | 202.96 * 49.60 0.006*
HDL 45,55+ 14.08 | 46.19+14.77 45.42 +13.17 4426 + 13.74 0.281
LDL ‘ 132.35+34.99 | 131.04£33.75 | 130.80+ 35.62 137.77 + 36.50 0.055
TRIGLICERIDOS 180.35 153.65+77.42 | 193.35+130.46 @ 223.39+142.99 5.38E-13*
114.65
PRESION SISTOLICA ‘ 119.06 £13.99 | 115.76 +10.37 @ 113.87 +11.62 134.63 £ 13.67 2.73E-62%*
PRESION DIASTOLICA 76.34 £ 10.07 71.09 +7.22 75.63 £ 6.38 89.75+7.94 3.09E-108*

Pruebas realizadas: ANOVA para media y desviacion estandar.

*Muestra los valores estadisticamente significativos (P<0.05) entre grupo control,

grupo con DM y grupo con DM e HTA por prueba ANOVA.
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Se trabajo en la optimizacién de la técnica para la amplificacion de la region control
por PCR para la identificacion de las variantes en las muestras, lograndose una
técnica correcta al posterior tratamiento con la obtencion del amplificado correcto,

como se observa en el ejemplo de la figura 5.

1 2 3 pb

Figura 5. Amplificacion de la region control en agarosa 1%, aplicando 110V por 30
min, en el pocillo 1 se tiene control negativo, en el pocillo 2 muestra tratada de

MtDNA y en el pocillo 3 marcador de 1 Kbp.
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A continuacién, se realizé la secuenciacion de muestras para la obtencion de
electroferogramas (Figura 6) y su posterior alineamiento con la secuencia de

referencia de Cambridge.

N’ Selected: none |S2mele: MM_3 |File: C:Usersiuser Documents HERIBERTO_04MAYO220MM_3_402_EXT_BDX_04MAY022_2022-05-04.2b1

50 100 110 120 130

150 160 | 180 190
ITTATTTTAGGGT TATMAMG T TTAAATA GTTTATATGT T T T T TTTAAATAA RATAT TAT GAT GOATTATAGGT TTATTAT TTTATTAATTATTTATGGGAGTTTTI

PN X A N e !
] el »

Figura 6. Electroferograma de muestra tratada de la regién control del mtDNA.

Posteriormente se realizd el andlisis de los haplogrupos en las muestras,
enfocandonos en los subhaplogrupos, en los tres grupos de estudio, controles,

casos que presentan diabetes y de casos que presentan diabetes e hipertension.

En la figura 7 se muestran los subhaplogrupos A, donde se observan frecuencia de
importancia en A4, A2 y A2e. En el subhaplogrupo A4 se observa una frecuencia
ascendiente en relacion con el grupo control (7.4%), seguido del grupo que presenta
diabetes (8.7%) y posteriormente el grupo que presenta diabetes e hipertensién
(11%). En el subhaplogrupo A2 sucede lo contrario al subhaplogrupo A4 teniendo
una frecuencia descendiente en relacion con el grupo control (23%), seguido del
grupo que padece diabetes (18.1%) seguido del que padece diabetes e hipertensién
(11.5%). El subhaplogrupo A2e presenta una diferencia entre el grupo control
(11.6%), pero no entre los grupos que tienen diabetes (6.9%) y el grupo que
presentan tanto diabetes como hipertension (7.3%), tendiendo entre estos dos
grupos frecuencias muy similares, siendo todos estos resultados significativos con

una p= 3.5 x 1078,
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Subhaplogrupo A
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Figura 7. Distribucion de frecuencias por subhaplogrupos del haplogrupo A en grafica de barras. La diferente coloracidn representa el grupo
de estudio al que pertenece ya sea control (verde), casos con DMT2 (azul) o casos DMT2+HTA (rojo). Valores estadisticamente significativos
(P<0.05).
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Del haplogrupo B, que se muestra en la figura 8, destaca el subhaplogrupo B2,
donde como se observa en la figura 8 el grupo control presenta una mayor
frecuencia (23.9%) que el grupo con diabetes (22.2%) y el grupo con diabetes e
hipertension (20.4%), tendiendo a ser descendiente la frecuencia que presentan,
aungue la frecuencia entre uno y otro grupo no es elevada se puede observar esa

tendencia.

En el caso del subhaplogrupo B, las frecuencias no son elevadas, con porcentajes
menores al 5%, sin embargo, el grupo que presenta diabetes e hipertension tiene
una frecuencia mayor (4.7%) a los otros dos grupos (grupo control 1.6%, grupo con
diabetes 1.4%), los cuales presentan frecuencias muy bajas y similares.

Subhaplogrupo B
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Figura 8. Distribucién de frecuencias por subhaplogrupos del haplogrupo B en
grafica de barra. La diferente coloracion representa el grupo de estudio al que
pertenece ya sea control (verde), casos con DMT2 (azul) o casos con DMT2+HTA

(rojo). Valores estadisticamente significativos (P<0.05).

En la figura 9, el haplogrupo C destacan los subhaplogrupos C1, Clb, Clcy C1d.
El subhaplogrupo C1 presenta las frecuencias mas elevadas, viendo una
ascendencia en comparacién con el grupo control (8%) que el grupo con diabetes
(8.7%) y el grupo con diabetes e hipertension (9.4%). En el subhaplogrupo C1b se

puede ver una gran diferencia de frecuencia entre el grupo control (1.8%) y los otros
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dos grupos, presentando una mayor frecuencia aquel grupo que solo presenta
diabetes (5.2%), el grupo que presenta tanto diabetes como hipertensién no se
observa gran diferencia (4.7%), es algo menor al que presenta solo diabetes. En el
subhaplogrupo Clc, el grupo control (3.6%) es el que presenta una frecuencia
mayor en comparacion a los otros dos grupos, pero el grupo que presenta solo
diabetes (0.7%) disminuye considerablemente esa frecuencia, volviendo a ver un
incremento cuando el grupo tiene tanto diabetes como hipertension (1.6%), pero no
mayor al grupo control. En el subhaplogrupo C1d se ve una frecuencia descendiente
en comparacion al grupo control (2.5%) que el grupo con diabetes (1.4%) y el grupo
con diabetes e hipertensiéon (0.5%), aunque todos presentan frecuencias bajas,

menores al 10% pero con resultados estadisticamente significativos (p= 3.5 x 1078).
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grafica de barras. La diferente coloracion representa el grupo de estudio al que
pertenece ya sea control (verde), casos con DMT2 (azul) o casos con DMT2+HTA

(rojo). Valores estadisticamente significativos (P<0.05).

La figura 10 se observa la distribucién del haplogrupo D donde destaca el
subhaplogrupo D1, en el cual tanto el grupo control (6.3%) como el grupo que
padece diabetes (6.6%), presentan frecuencias similares, sin embargo, el grupo que
padece tanto, diabetes como hipertension (13.6%) presenta una frecuencia casi del

doble en comparacion con los grupos anteriormente mencionados.
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Figura 10. Distribucién de frecuencias por subhaplogrupos del haplogrupo D en
grafica de barras. La diferente coloracion representa el grupo de estudio al que
pertenece ya sea control (verde), casos con DMT2 (azul) o casos con DMT2+HTA

(rojo). Valores estadisticamente significativos (P<0.05).

En la figura 11 Ay B se observa una comparativa dividida entre los haplogrupos A,
B, Cy D, por grupos de estudio como son controles, pacientes con diabetes (casos)
y pacientes con diabetes e hipertensiéon (casos+HTA), donde podemos observar del
haplogrupo A que resaltan por su mayor frecuencia en relacion a la poblacion total
por cada grupo de estudio, los subhaplogrupos A2, A4 y A2e, siendo el
subhaplogrupo A2 el que se ve con una mayor presencia en los graficos de pastel,
notando una similitud en proporciones en cada grupo de estudio, con una frecuencia
en el grupo de controles de 21.2%, en pacientes con diabetes de 17.4% y en

pacientes con diabetes e hipertension 11.5%.

En el haplogrupo B se puede ver que el subhaplogrupo B2 tiene una prevalencia
mayor en los graficos de pastel, presentandose con un 16.5% de frecuencia el grupo
de controles, en pacientes con diabetes de 19.8% y en pacientes con diabetes e

hipertension un 19.4%.

En el caso del haplogrupo C resaltan los subhaplogrupos C1y Cl1b, quienes en los
graficos de pastel de los grupos de pacientes con diabetes y el grupo de pacientes
con diabetes e hipertension son los que se observan en mayor proporcion; C1 se
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Ve aun con mayor proporcion en estos grupos, teniendo una frecuencia en pacientes
con diabetes de 6.9% y en pacientes con diabetes e hipertension 8.4%. Cabe
destacar que, en el grupo de controles, en el grafico de pastel, los subhaplogrupos
C, C1, Clb, C1b7 y C1d se observan con una distribucion mas uniforme.

El haplogrupo D resalta por los subhaplogrupos D, D1y D1h, los cuales presentan
una relacion similar en los 3 grupos de estudio segun el grafico de pastel, donde D1
es el que se encuentra con mayor proporcion, presentando una frecuencia de 3.6%
en el grupo de controles, en pacientes con diabetes un 4.2% y en pacientes con

diabetes e hipertension 8.9%.
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Subhaplogruo A por casos Subhaplogruo A por casos + HTA Subhaplogruo A por controles
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Figura 11 A. Comparacion de frecuencias de subhaplogrupos A y B por grupos de controles, casos con diabetes (casos) y caso

con diabetes e hipertension (casos+HTA) en graficas de pastel. Valores estadisticamente significativos (P<0.05).
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Subhaplogrupo C por casos
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Figura 1 1 B. Comparacion de frecuencias de subhaplogrupos C y D por grupos de controles, casos con diabetes (casos)

y caso con diabetes e hipertension (casos+HTA) en graficas de pastel. Valores estadisticamente significativos (P<0.05).
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Posterior a el andlisis de haplogrupos se buscaron aquellas variantes de riesgo en
los grupos de controles y casos generales (Figura 12), tomandose en cuanta
aguellas posiciones que tuvieran una frecuencia del 15% o superior en cualquiera
de los dos grupos de estudio, como un valor acordado, encontrandose un total de
14 variantes de importancia, teniendo diferencias mayores al 2% entre casos y
controles las variantes de la posicion 73, 263, 663, 16111, 16189, 16223, 16362 y
16519, mientras que las posiciones 64, 146, 153, 235, 16290 y 16319 no tiene una
diferencia mayor al 2% en ambos grupos, aunque cabe resaltar que todas estas
posiciones de variantes de riesgo son importantes, en el simple hecho de pertenecer
a variantes con un porcentaje mayor al valor acordado en la variante de riesgo en

grupos de casos o controles.

60.00%
50.00%

40.00%

30.00%

20.00%

1000% i i i i i
0.00%

16111 16189 16223 | 16290 16319 | 16362 @ 16519
M Casos 18.55% 50.27% | 28.59% 21.47% 22.22% 51.24% 19.31% | 18.99% | 37.54% 37.76% 23.84% 24.81% | 36.57% | 22.22%
H Controles 18.66% 47.46% 28.80% 20.93% | 23.19% 48.00% 22.01% 21.25% 34.84%  34.95% 24.06% 24.16% 28.59% 14.89%

Posiciones

Fracuencia relativa

Figura 12. Frecuencias relativas de variantes de riesgo, con un porcentaje arriba
del 15%, en la region D-loop del DNA mitocondrial en grupo de controles (naranja)
y pacientes generales que padecen diabetes (azules).
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Discusion

En el presente trabajo de investigacion se realizo la identificacion de las variantes y
haplogrupos en la region D-Loop del mtDNA asociados a la hipertension en
pacientes de una poblacion mestizo-mexicana con DMT2 a partir de la estimacion
de sus frecuencias en pacientes del hospital No.1 “Dr. Calos MacGregor Sanchez

Navarro”.

Se observé que las frecuencias del haplogrupo A son estadisticamente significativas
(p= 3.5 x 1078), especificamente de los subhaplogrupos A4, A2 y A2e fueron
diferentes de sus grupos controles. El haplogrupo A4 presento en el grupo control
una frecuencia de 7.4%, mientras que cuando en el grupo de pacientes con diabetes
esta frecuencia fue de 8.7% y cuando los pacientes presentaban diabetes e
hipertension la frecuencia se incremento hasta 11%. Caso contrario sucedio en el
subhaplogrupo A2 donde el grupo control presento una frecuencia del 23% pero en
cuanto los pacientes con diabetes esta frecuencia disminuyo hasta el 18.1% y se
redujo aun mas cuando se mostré en el grupo tanto diabetes e hipertensién, con
una frecuencia del 11.5%. Mientras que en el subhaplogrupo A2e el grupo control
presentd una frecuencia del 11.6%, tanto el grupo de diabetes como el de diabetes
e hipertension presentaron frecuencias muy similares, de 6.9% y 7.3%
respectivamente. Estos datos encontrados son importantes ya que en otras
poblaciones como la japonesa, donde se ha encontrado que aquellas mujeres con
el haplogrupo A confieren 2.09% mayor riesgo de padecer DMT2 (Nishigaki et al.,
2010). A la actualidad de tiene poca informacién sobre este haplogrupo en
diferentes poblaciones por lo que es necesario aumentar el nUmero de muestras de

nuestra poblacion para aumentar el poder estadistico.

Las frecuencias presentadas por el haplogrupo B, presentan significancia igual al
haplogrupo A con una p de 3.5 x 1078, especificamente el subhaplogrupo B2, en
grupo de caso es de 23.9%, mientras que esta frecuencia disminuye
progresivamente cuando se presenta la diabetes o el grupo de diabetes e
hipertension, siendo de 22.2% y 20.4% respectivamente. Esto es un tanto diferente
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de lo reportado ya que en poblacion Taiwanesa se ha observado que el haplogrupo
B esté asociado con 1.52 veces mayor riesgo de sufrir diabetes. Esta tendencia se
veia en los subhaplogrupos como B4 y B5 de esta poblacién (Liou et al., 2012), sin
embargo, no se ha reportado algo en relacion con el subhaplogrupo B2 en poblacién
meXxicana o alguna otra, por lo que podria ser que este subhaplogrupo confiere una

proteccion a estas dos enfermedades, sugiriendo un estudio mas amplio.

La presencia del haplogrupo C (p= 3.5 x 1078) y sus subhaplogrupos C1, C1b, Cic
y C1d son las frecuencias con una mayor diferencia entre unos y otros, el
subhaplogrupo C1 presenta el grupo control una frecuencia de 8% que a diferencia
del grupo con diabetes su frecuencia es de 8.7% y el grupo con diabetes e
hipertension presenta un 9.4%. En el subhaplogrupo C1b, el grupo control muestra
una frecuencia de 1.8% mientras que en el grupo que solo presenta un 5.2% y en
el grupo que presenta tanto diabetes como hipertension presenta un 4.7%, siendo
algo menor al que presenta solo diabetes. En el subhaplogrupo Clc, en el grupo
control se observa una frecuencia de 3.6%, mientras que el grupo que presenta solo
diabetes observamos un 0.7%, disminuye considerablemente esa frecuencia y
viéndose un incremento cuando el grupo tiene tanto diabetes como hipertensién a
1.6%. En el subhaplogrupo C1d el grupo control presenta una frecuencia de 2.5%,
el grupo con diabetes el 1.4% y el grupo con diabetes e hipertensiéon 0.5%,
presentando todos frecuencias bajas. Actualmente no se han encontrado reportes
de la relacién del haplogrupo C, ni sus subhaplogrupos, con diabetes e hipertension,
sin embargo, una de sus variantes con el cual se identifica este haplogrupo como
es la variante en la posicion 3552A (Tamm et al., 2007), se ha correlacionado con
susceptibilidad a edema pulmonar, diabetes e hipertension, esto debido a multiples
factores que incluyen razones ambientales y genéticas, como respuesta ventilatoria
hipéxica, ascenso rapido, gran altitud, cansancio, falta de suefio, tabaquismo,
bebida, herencia, etc. Resaltando que las diferentes muestras clinicas podrian dar

lugar a resultados diferentes (Wang et al., 2022).

El haplogrupo D (p= 3.5 x 1078), del cual el subhaplogrupo mas representativo es

el haplogrupo D1, que presenta frecuencias interesantes ya que el grupo control
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presenta una frecuencia de 6.3% muy similar al grupo con diabetes, con una
frecuencia del 6.6%, sin embargo, cuando el grupo presenta pacientes con diabetes
e hipertension, esta frecuencia se dispara a casi el doble con un 13.6%, siendo un
referente a una posible relacion entre el haplogrupo y la hipertension. Esto
concuerda con un estudio en poblacién de Han, China, donde pacientes portadores
del haplogrupo D presentaban un mayor porcentaje de hipertensién arterial, con un
76.7% de pacientes que no tenian la enfermedad frente a 86.5% de los que la
presentaba; este estudio igual presento otros factores importantes como un menor
nivel de colesterol total con un 4.17 £ 0.72 mmol/L frente a 3.98 + 0.49 mmol/L en
comparacion con los no portadores del haplogrupo. Los pacientes jovenes del
haplogrupo D también exhibieron un nivel reducido de colesterol total, 3.78 + 0.51
mmol/L, en comparacion con los participantes que no eran del haplogrupo D con
4.36 + 0.44 mmol/L (Zhang et al., 2017).

De las variantes de riesgo que presentan una diferencia mayor a 2% entre grupos
de estudio son A73G (Controles:47.46%, Caso0s:50.27%), A263G (Controles:
48.00%, Caso0s:51.24%), A663G (Controles: 22.01%, Caso0s:19.31%), C16111T
(Controles: 21.25%, Cas0s:18.99), T16189C (Controles:34.84%, Caso0s:37.54%),
C16223T (Controles:34.95%, Caso0s:37.76%), T16362C (Controles: 28.59%,
Cas0s:36.57%) y T16519C (Controles:14.89%, Casos: 22.22%), la importancia de
estas variantes radica en los efectos en la salud que se han visto en otros estudios,
donde la variante A73G, T16189C y T16519C se ha visto con frecuencia en cancer
de pancreas, el caso del alelo T de la posicion 16519 se correlacion6 con DM al
igual que con una esperanza de vida mas corta, de igual manera la supervivencia
de los pacientes con cancer de pancreas se ha correlacionado con el estadio y
grado del tumor y con la DM al momento del diagnéstico, pareciendo ser un factor
genético que predisponente para la DM (Navaglia et al., 2006). En el caso de la
variante T16189C es un factor de riesgo para sindrome metabdlico en la poblacion
mexicana, se ha informado que esta variante provoca una unién proteica alterada a
la region de DNA afectada, lo que posteriormente conduce a una alteracion de la
replicacion del mtDNA, probablemente implica la defensa antioxidante, debido al
aumento del estrés oxidativo en pacientes diabéticos. Ademas, se ha demostrado
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gue sujetos que albergan esta variante, han alterado el nUmero de copias de mtDNA
en las células sanguineas (Saldafa-Rivera et al., 2018). Las variantes A263G,
A73G y T16519C se han encontrado con frecuencias altas de 98.54%, 75.15% y
57,31% respectivamente en pacientes arabes con obesidad o sobrepeso a
diferencia de personas delgadas (Eaaswarkhanth et al., 2019). La variante A663G
se ha visto relacionada con la una enfermedad denominada como aterosclerosis
coronaria la cual hace que se estrechen las arterias cercanas al corazon, lo
cual puede producir dolor de pecho, ataque o insuficiencia cardiacas,

relacionandose la enfermedad asi con DM (M. Li et al., 2022).
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Conclusion

Se encontraron a los subhaplogrupos A4, A2e, C1, y Clc como posible factor de
riesgo en pacientes con diabetes e hipertension y como subhaplogrupos de
proteccion A2, B2, C1lb y C1d. Mientras que se encontraron 14 posibles variantes
de riesgo con frecuencias igual o superiores al 15% en los grupos de controles y
casos con diabetes e hipertension. Este analisis es preliminar ya que se requiere
incrementar la “n” para tener un mayor poder estadistico que confirmen cuales de
los haplogrupos/variables estan asociados con el riesgo o proteccion a los casos de

pacientes con diabetes e hipertension.

Perspectiva

Incrementar la n para obtener un mayor poder estadistico y un mejor analisis de los

subhaplogrupos y las variantes reportados en el presente trabajo.
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