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Introduccidn

La pérdida de homedstasis metabdlica puede conducir a la apariciéon de enfermedades de origen
metabdlico como el sindrome metabdlico (SM), el cual agrupa la presentacién simultanea de al
menos tres factores de riesgo cardiovascular, que incluyen obesidad central, dislipidemia,
hiperglicemia, hipertensidn arterial sistémica y resistencia a la insulina (Pollex & Hegele, 2006).

En la etiologia de los trastornos metabdlicos se sabe que ademas del ambiente participan factores
genéticos, en afos recientes las tecnologias genéticas como los estudios de asociacidon de genoma
completo (GWAS), han permitido la identificacién de variantes genéticas nucleares asociadas a un
rasgo o enfermedad (Frayling, 2014). Sin embargo, han dejado de lado el estudio de las variantes
ubicadas en el genoma mitocondrial (ADNmt).

Estos estudios han adquirido un papel fundamental en la identificacion de diferentes variantes
genéticas asociadas a la susceptibilidad de padecer SM o cualquiera de sus componentes por
separado, principalmente polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) (Saxena et al., 2012;
Ramachandrappa & Farooq;i, 2011; Villareal-Molina et al., 2007; Villareal-Molina et al., 2008; SIGMA,
2014). Los SNPs en el ADN mitocondrial (ADNmt) también se han asociado con la susceptibilidad a
diabetes tipo 2 (DT2) (mt3243 A/ G) (Charoute et al., 2016).

En este sentido, existe una creciente evidencia de que la disfuncion de la mitocondria estd implicada
en la patogenia de la diabetes tipo 2 (DT2), en la que las células B-pancredticas presentan una
secrecién defectuosa de insulina en respuesta a un estimulo por glucosa, provocando hiperglicemia
y la desregulacién metabdlica (Fex et al., 2018). Por otra parte, el dafio en las mitocondrias conduce
a la formacidon excesiva y falla en la remocién de especies reactivas de oxigeno (ROS)
desencadenando estrés oxidativo (Li, et al., 2010).

En un estudio previo realizado en INMEGEN, donde se secuencié el genoma mitocondrial de una
muestra de 500 indigenas de 62 grupos étnicos del pais por secuenciacion de siguiente generacion
(NGS), se encontrd que mutaciones privadas o propias de estas poblaciones se encuentran asociadas
al desarrollo de desdrdenes metabdlicos, entre ellas la variante MT16142 C /T.

Tomando en cuenta la importancia de la variabilidad en el ADNmt y el desarrollo de trastornos
metabdlicos, el objetivo de este trabajo tiene como finalidad la genotipificacién de la variante
mitocondrial MT:16142 e investigar su asociacién a desérdenes metabdlicos en la poblacién mestiza
mexicana.



e Objetivos.

Generales:

- Identificar si la variante mitocondrial MT16142 C/T se asocia a la susceptibilidad a trastornos
metabdlicos y sus componentes en poblacidn mestiza mexicana.

- Comparar la frecuencia de esta variante con la previamente observada en poblacion
indigena de México.

Especificos:

- Obtener ADNmt a partir de muestras pertenecientes al banco de DNA del Laboratorio de
Inmunogendémica y Enfermedades Metabdlicas del INMEGEN.

- Realizar la genotipificacion de MT16142 C/T con sondas TagMan, utilizando sondas
especificas marcadas en el extremo 5’ con fluorocromos diferentes, VIC para el alelo Cy
FAM para el alelo T.

- Analizar la asociaciéon de la variante MT16142 C/T a rasgos metabdlicos de cada individuo a
través de regresion lineal y logistica, tomando como significativas aquellas asociaciones con
un valor de p< 0.05.



Antecedentes.

La obesidad en México ha ido en aumento desde 1980 afectando a mas del 30% de la poblacion
adulta, se estima que para 2050 la proporcidon de hombres y mujeres obesos serd de 54% y 37%
respectivamente (DiBonaventura, et al., 2018). La prevalencia de obesidad, especialmente
abdomino-visceral se asocia con una variedad de factores patogénicos que contribuyen en el
desarrollo de enfermedades crénicas no transmisibles como cancer, sindrome metabdlico y
enfermedades cardiovasculares, que tienen un gran impacto en el sistema de salud en México
(Rtveladze, et al., 2014).

En la etiologia de los trastornos metabdlicos se sabe que ademas del ambiente participan factores
genéticos, en afos recientes las tecnologias moleculares como los estudios de asociacién de genoma
completo (GWAS), han permitido la identificacién de variantes genéticas nucleares asociadas a un
rasgo o enfermedad (Frayling, 2014). Sin embargo, han dejado de lado el estudio de las variantes
ubicadas en el genoma mitocondrial (ADNmt).

El ADNmt se encuentra presente en células eucariotas y codifica genes vitales para la produccion de
energia celular y el metabolismo, debido a esto, la homeostasis celular depende de la mitocondria
como principal sistema generador de ATP a través de la cadena de transporte de electrones y la
fosforilacién oxidativa, sin embargo, este proceso se acompana de la liberacidn de ROS y especies
reactivas de nitrégeno (RNS), asi como de perdxido de hidrégeno (H,03) y anion superdxido (O3)
(Jha et al., 2017;). El dafio en las mitocondrias conduce a la formacion excesiva y falla en la remocion
de ROS, desencadenando estrés oxidativo (Li et al., 2010).

La tasa de mutacion del ADNmt depende de factores como el grado de estrés oxidativo y la fidelidad
del ADN polimerasa mitocondrial (POLG), se ha demostrado que el ADNmt experimenta una alta
tasa de mutacién inducida por ROS (Shokolenko et al., 2009). Las variantes en el ADNmt se han
implicado en una amplia variedad de enfermedades neuroldgicas, metabdlicas y, a menudo,
multisistémicas (Brady et al., 2019). Estas mutaciones en el ADNmt pueden causar disfunciones
mitocondriales, que conducen a enfermedades graves que afectan a 1 de cada 4.300 personas en el
mundo (Chiaratti et al., 2018). En este sentido, existe una creciente evidencia de que la disfuncion
en la mitocondria estd implicada en la patogenia de la diabetes tipo 2 (DT2), en la que las células B-
pancreaticas presentan una secrecién defectuosa de insulina estimulada por glucosa, provocando
hiperglicemia y desregulacion metabdlica (Fex et al., 2018).

Las enfermedades que resultan de mutaciones mitocondriales se heredan a través de la linea
materna mostrando gravedad de expresion variable que refleja la heteroplasmia de la poblacién de
ADNmt, en la que coexiste una mezcla de ADNmt de tipo silvestre y mutante. La interaccién entre
las diferentes variantes de ADNmt dentro del mismo citoplasma conduce a un problema bioldgico
con complicaciones evolutivas, fisioldgicas y patoldgicas (Osellame et al., 2012; Latorre-Pellicer et
al., 2019).

En la poblacidn indigena mexicana se llevd a cabo un estudio realizado por el INMEGEN, en donde
se identificé la variante MT16142 C/T asociada con el aumento en el IMC, niveles de glucosa y
circunferencia de cintura, identificados como factores de riesgo en el desarrollo de trastornos
metabdlicos como SM, DT2 y obesidad.



Tomando en cuenta el patrén de mestizaje ocurrido hace 500 afios, donde se dio principalmente
entre hombres espafioles y mujeres amerindias, es muy probable que las variantes ubicadas en el
ADNmt de origen amerindio se encuentren presentes en los mestizos de nuestro pais (Martinez-
Cortés et al., 2013) por lo que la identificacién de variantes en el ADNmt asociadas a condiciones
patoldgicas y observadas previamente en la poblacidn indigena de nuestro pais, es primordial para
aumentar nuestro conocimiento acerca de la fisiopatologia de estas entidades en nuestra poblacion.
Por lo que el objetivo del presente proyecto fue genotipificar la variante mitocondrial MT16142C/T
en mestizos mexicanos y saber si se asocia a desordenes metabdlicos en esta poblacion.

e Metodologia.

El estudio tuvo un disefio de asociacidn a rasgos metabdlicos, en el que se incluyeron 1200
individuos mestizos, reclutados en la ciudad de México. Las muestras que se utilizaron en el estudio
pertenecen al banco de DNA del Laboratorio de Inmunogendémica y Enfermedades Metabdlicas del
INMEGEN. Este banco también cuenta con las caracteristicas demogréficas, clinicas,
antropomeétricas y bioquimicas de cada participante. Las muestras incluidas en este trabajo forman
parte de los proyectos de investigacién “Gendmica de enfermedades metabdlicas” y “Gendmica
de poblaciones y diversidad genética de grupos Nativos y Mestizos de México”, las cuales han sido
aprobados por los comités de ética del INMEGEN.

Cada individuo aceptd su participacion en el estudio y firmd un consentimiento informado.

- Criterios de inclusidn. Se incluyeron individuos mexicanos de padres y abuelos mexicanos,
no hablantes de lengua indigena, sin antecedentes de familiares consanguineos extranjeros
y que al menos uno no se reconociera como indigena.

Para la genotipificacidn se utilizaron 266 uL de agua grado Biol Mol, 288 uL de PCR Master Mix y 14
pL de la sonda para una mezcla tota de reaccidn, a partir de la cual se distribuyeron 5 plL en cada
uno de los 96 pozos de las placas, que contenian el ADN tratado de cada paciente. La amplificacion
se llevd a cabo en el termociclador Applied Biosystems QuantStudio 3 Real Time PCR System
(ThrmoFisher), en condiciones estandar.

Para cada ensayo de discriminacion alélica se disefiaron 2 sondas especificas marcadas en el
extremo 5’ con fluorocromos diferentes, VIC para el alelo Cy FAM para el alelo T, ademds ambas
sondas contenian en el extremo 3’ un “quencher” (TAMRA) el cual mientras la sonda se mantuvo
intacta, inhibid la emisién de fluorescencia. Dadas las condiciones de astringencia utilizada durante
la reaccidn, sélo la sonda especifica para el polimorfismo presente fue capaz de hibridar. Por lo
tanto, fue posible diferenciar un alelo del otro con base en el tipo de fluorescencia emitida.

Con los genotipos definidos para cada individuo, se llevd a cabo un estudio de asociacidon entre la
variante MT16142C/T vy los rasgos cuantitativos (IMC, glucosa, cintura, edad) de cada individuo a
través del modelo lineal en Plink v1.9, considerando como significativos los valores de p<0.05 de
acuerdo con el modelo aditivo (ADD).



e Actividades realizadas

Se genotipificaron las muestras de ADN de 1200 mestizos mexicanos por PCR-TR, posteriormente
se llevé acabo el analisis de discriminacidn alélica en el cual se analizaron los plots de amplificacion
y se identificé la variante MT16142 C/T.

El estudio de asociacién se realizé utilizando PlinkV1.9, tomando como significativas aquellas con
valor de p< 0.05 para la prueba del modelo multiplicativo de dosificacion de alelos.

Para la descripcion estadistica de la poblacion empleada en el estudio, se utilizé del software R.

Se construyeron arboles genéticos a partir de los datos bioquimicos proporcionados por el INMEGEN
para identificar los rasgos fenotipicos que estan asociados a la variante MT16142 C/T, y rastrear a
través de la linea mitocondrial a los familiares que probablemente son portadores de la variante con
base al fenotipo observado.

e Objetivos y metas alcanzadas

Se realizé la genotipificacion de la variante MT16142 C/T con sondas TagMan, utilizando sondas
especificas marcadas en el extremo 5’ con fluorocromos diferentes, VIC para el alelo Cy FAM para
el alelo T a través de la técnica RT-PCR.

Se logro identificar a tres portadores de la variante MT16142 C/T y se llevd cabo el estudio de
asociaciéon en PLINK entre los rasgos fenotipicos y el SNP MT16142 en la poblacién mestiza
mexicana.

e Resultados y conclusiones

Inicialmente se contempld una poblacién de 1200 individuos, sin embargo, se presentaron valores
perdidos durante el analisis en PLINK de la base de fenotipos, por lo tanto, solo se considerd la
informacién de 994 individuos de los cuales el 32.3% fueron hombres y el 67.7% mujeres. El
promedio de la edad fue de 48.3 afios; en cuanto a los datos antropolégicos como el IMC y
circunferencia de cintura la media fue 28.35 y 93.7 respectivamente. De este grupo de la poblacién
se logré identificar a tres portadores de la variante MT16142 C/T, asi como la identificacion de cinco
individuos que expresaron heteroplasmia.



Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién mestiza.

Poblacién n=1200 Hombres n =321 Mujeresn=673n
Promedio Rango
Edad (afios) 48.35 19-91
Glucosa 116.7 80-232
Triglicéridos 196.9 150-293
Cintura (cm) 93.7 60—140
IMC 28.35 17-57

Al realizar el estudio de asociacidn, los valores de p (tabla 2) para el modelo aditivo indican que no
existe una asociacion estadisticamente significativa entre la variante mitocondrial con el fenotipo
previamente observado en la poblacién indigena de México, y se asume que no hay evidencia de
gue el SNP esté correlacionado con el IMC, circunferencia de cintura y obesidad en los individuos
mestizos genotipificados. Sin embargo, la identificacion de los portadores de la variante MT16142
C/T en la poblacidon mestiza resulta importante para llevar a cabo estudios de asociacién con un
tamafio de muestra mas grande dados los valores de IMC mayores a 25 que tienden a acercarse a
los limites de desarrollo de obesidad (IMSS, 2017) asi como los valores de circunferencia de cintura
gue sugieren una tendencia de riesgo en el desarrollo de trastornos metabdlicos.

Tabla 2. Prueba de asociacion entre la variante mitocondrial MT16142 C/T vy los rasgos metabdlicos
observados en la poblacién indigena.

Variable fenotipica CHR SNP BP Al TEST NMISS BETA STAT P
Triglicéridos 26 MT:16142 16142 T  ADD 993 31.24 03545 0.723
Cintura 26 MT:16142 16142 T  ADD 993 10.16 1.452  0.1469
Glucosa 26 MT:16142 16142 T  ADD 993 -16.74 -0.62 0.5354
IMC 26 MT:16142 16142 T ADD 993 2.977 0.4212 0.6737

Por otra parte, se encontraron individuos con heteroplasmia, esto proporciona una fuente de
mutaciones potencialmente perjudiciales que podrian afectan a células individuales, al organismo o
a la poblacion dada la herencia germinal materna (Stewart & Chinnery, 2015), evaluar los niveles de
expresion del alelo silvestre con respecto al alelo mutado para determinar el riesgo de manifestar
el fenotipo asociado a la variante MT16142 C/T podria resultar conveniente



Tabla 3. Rasgos fenotipicos de los portadores de la variante MT16142 C/T encontrados en la poblaciéon

mestiza.
PACIENTE Obesidad Cintura (cm) IMC Glucosa
1 Si 120 35.3 105
2 Si 105 34.4 100
3 Si 101 33.5 94

El IMC, circunferencia de cintura y la presencia de obesidad observados en los tres portadores
mestizos y que se han asociado previamente en la poblacién indigena, tienden a lo ya descrito en
investigaciones desarrolladas dentro del INMEGEN como factores de riesgo en el desarrollo de
trastornos metabdlicos. La secuenciacion del ADNmt de los portadores determinaria la presencia o
no del alelo de riesgo ya que es una técnica mds sensible y precisa.

La construccién de pedigris resultaria relevante en este estudio para determinar si los rasgos
metabdlicos asociados a la variante MT16142 C/T se manifiestan en el fenotipo de los familiares de
los portadores mestizos identificados y llevar acabo la genotipificacion de la familia para determinar
la presencia de la variante.

Existen limitados estudios sobre la variacion en el ADNmt, asi como de la estructura genética de la
poblacién mestiza mexicana; las mutaciones patogénicas en el ADNmt asociadas a enfermedades
metabdlicas resultan importantes dentro de la poblacién mestiza de México, ya que constituye
~93% de los pobladores en nuestro pais ((Martinez-Cortés et al., 2013)).

e Recomendaciones

Los estudios del genoma mitocondrial y otros marcadores moleculares en mestizos mexicanos son
muy escasos por lo que se sugiere llevar a cabo estudios a gran escala que permitan la identificacion
de variantes de ADNmt asociadas a trastornos metabdlicos y de esta manera implementar el
diagnostico preventivo, ya que actualmente no existen tratamientos especificos para las
enfermedades mitocondriales debido a la falta de objetivos definidos.

El INMEGEN es una institucion de gran importancia en el drea de la salud, que permite la
participacién de los alumnos de servicio social a través de sus diversas lineas de investigacion, la
interaccion con diferentes alumnos de maestria y doctorado, asi como la adquisiciéon de
conocimientos y experiencia en el laboratorio resultan de gran valor para los que ingresan a sus
instalaciones. Sin embargo, es recomendable que haya mayor atencién por parte de los asesores a
cargo de los alumnos de servicio social.

Sus instalaciones de alto nivel resultan atractivas para aquellos alumnos que estén interesados en
el campo de la biologia molecular y la genética humana.
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e RESUMEN

“Asociacion de la variante mitocondrial MT16142 C/T con la pérdida de
homeostasis metabdlica en poblacion mestiza mexicana”.

Introduccion. En la etiologia de los trastornos metabdlicos se sabe que ademas del ambiente participan
factores genéticos, en afios recientes las tecnologias genéticas como los estudios de asociacién de
genoma completo (GWAS), han permitido la identificacidon de variantes genéticas nucleares asociadas a
un rasgo o enfermedad (Frayling, 2014). Sin embargo, han dejado de lado el estudio de las variantes
ubicadas en el genoma mitocondrial (ADNmt). Mutaciones en el ADNmt pueden causar disfunciones
mitocondriales, que conducen a enfermedades graves que afectan a 1 de cada 4.300 personas en el
mundo (Chiaratti et al., 2018). Las enfermedades que resultan de mutaciones mitocondriales se heredan
a través de la linea materna mostrando gravedad de expresidn variable que refleja la heteroplasmia de
la poblacién de ADNmt, en la que coexiste una mezcla de ADNmt de tipo silvestre y mutante. Tomando
en cuenta el patrén de mestizaje ocurrido hace 500 afios, es muy probable que las variantes ubicadas en
el ADNmt de origen amerindio se encuentren presentes en los mestizos de nuestro pais (Martinez-Cortés
et al., 2013) por lo que la identificacion de variantes en el ADNmt asociadas a condiciones patoldgicas y
observadas previamente en la poblacién indigena de nuestro pais, es primordial para aumentar nuestro
conocimiento acerca de la fisiopatologia de estas entidades en nuestra poblacidn. Por lo que el objetivo
del presente proyecto fue genotipificar la variante mitocondrial MT16142 C/T en mestizos mexicanos y
saber si se asocia a desordenes metabdlicos en esta poblacion.

Objetivo. Identificar si la variante mitocondrial MT16142 C/T se asocia a la susceptibilidad a trastornos
metabdlicos y sus componentes en poblacién mestiza mexicana.

Material y métodos. Se utilizé una muestra poblacional de 1200 mestizos mexicanos procedentes de la
Ciudad de México. La genotipificacion del ADNmt de cada paciente se realizd a través del método
5’exonucleasa (TagMan). El estudio de asociacién se llevé a cabo utilizando Plink V1.9 tomando como
significativos los valores de p<0.05.

Resultados. Se logrd identificar a tres portadores de la variante MT16142 C/T los cuales expresaron el
fenotipo asociado a la variante en indigenas. A pesar de que la asociacién no resultd estadisticamente
significativa, la poblacidon mestiza presentd una tendencia elevada en los niveles antropométricas como
en IMC, cintura y obesidad, identificados como factores de riesgo en el desarrollo de trastornos como
sindrome metabdlico (SM) y diabetes tipo 2 (DM2). Por otra parte, se identificaron individuos con
heteroplasmia que presentaban obesidad y SM, evaluar los niveles de expresion del alelo mutado frente
al silvestre resultaria util para determinar la probabilidad de desarrollar enfermedades mitocondriales.
Conclusiones. La variante MT16142 C/T previamente identificada en la poblacién indigena de México,
no se encuentra asociada en el desarrollo de trastornos metabdlicos en pacientes mestizos de nuestro
pais dados los valores de p<0.05. Una muestra poblacional mas grande podria proporcionar mas
informacién sobre las variantes en el ADNmt asociadas a condiciones patoldgicas que ya han sido
observadas en estudios previos realizados por el INMEGEN en la poblacién indigena.

Se sugiere llevar a cabo mas estudios para la identificacién de variantes patoldgicas en el ADNmt dentro
de nuestra poblacion.

12



