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RESUMEN

La Diabetes Mellitus es una enfermedad heterogénea, crénica y progresiva que
afecta a 151 millones de individuos en el mundo; el crecimiento de esta enfermedad en
la dltima década fue global, y su aparicién se ve cada vez a edades mds tempranas.
Mutaciones en el gen HNF-4a, estdn relacionadas con Diabetes Mellitus tipo 2 de
inicio temprano. Se ha descrito la mutaciéon T130I de dicho gen asociada a Diabetes
Mellitus tipo 2 de aparicién temprana en Japén, Dinamarca y México, en este ultimo se
ha encontrado con una alta prevalencia en pacientes diabéticos (16%).

En esta investigacion se procedié a evaluar la presencia de la mutacién T130I1
del gen HNF-4a en poblacidén mestiza ecuatoriana, con este propodsito se reclutaron 28
individuos mestizos ecuatorianos sin diabetes entre 23 y 42 afios; se registraron
mediciones antropométricas tales como cintura y estatura para calcular el indice de
masa corporal (IMC) e indice cintura cadera (ICC). Se determiné glucosa, triglicéridos,
colesterol total asi como de sus fracciones. Ademads se cuantificé insulina y se realizaron
pruebas moleculares encaminadas a poner en manifiesto la mutaciéon T130I del gen
HNF-4a a través de RFLP. (Andlisis Polimérfico de longitud de los Fragmentos de
Restriccion).

Los resultados muestran la presencia de la mutacién T130I del gen HNF-4a en
poblacién mestiza ecuatoriana con una prevalencia del 3.6 %. En cuanto a los resultados
antropométricos, bioquimicos y hormonales no se encontrd diferencias significativas al
estratificar la poblacién por género, edad y antecedentes heredo-familiares de diabetes.

Estudios futuros de asociacién caso-control nos permitirdn dilucidar sobre la
participacion de esta mutacion en poblacidn diabética ecuatoriana. La probabilidad de un
ancestro comun para América latina y el estudio de los posibles diabetogenes nos dardn
una panordmica mucho mds amplia de la diabetes en nuestros pueblos, asi como del

prondstico, diagndstico y manejo terapéutico de la enfermedad.



INTRODUCCION

La diabetes es una pandemia de crecimiento global en la dltima década, y de
igual manera su aparicion se observa a edades cada vez mas tempranas. En el afio 2000
se estimo que un 5 % de la poblacién mundial padecia de esta enfermedad con 171
millones de afectados alrededor del mundo.

En este sentido la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que para el
afio 2030 habra 333 millones de diabéticos en el mundo entero, en funcién al
incremento alarmante de la obesidad sobre la poblacién general, y por la migracién
masiva de la misma hacia las grandes ciudades. m

La diabetes en las Américas, tiene diferente incidencia, observdndose mds en
América del norte, en México por ejemplo, la prevalencia de la diabetes en el afio 2000
fue de 7.5 % en individuos mayores de 20 afios, siendo la primera causa de muerte en
mujeres (13.4 %) y la segunda en varones (8.6 %). @

Por otro lado, en el Ecuador, la prevalencia de diabetes en el 2005 fue del 4.6 %
y es la cuarta causa de muerte en la poblacién general estratificindose en 6.4 % en
mujeres y 3.8 % en el sexo masculino. @

La OMS estim6 que en el afio 2000, existan 341 mil diabéticos en Ecuador, y
2.179 millones de diabéticos en México; para el 2030 se estima que habria 921 mil y
6.130 millones respectivamente para cada patfs. o

La tasa de crecimiento de diabetes es alarmante. Se estima que en México en el
2015 exista una prevalencia cercana al 12.6 % con una mayor incidencia en el Distrito
Federal y los estados del norte como Coahuila entre otros. @

La frecuencia de Diabetes Mellitus tipo 2 en América es variable, existen
regiones y etnias en las cuales hay una mayor prevalencia, como los indios Pima del Sur
de Arizona conun 51.4 %. ¥

En Sudamérica la distribucion es variada; en Brasil y Argentina se presenta en
un 7.6 % de la poblacién. w

La Diabetes Mellitus tipo 1 tiene patrones de manifestacion distintos sobre dicha
poblacion; en Canada se presenta en un 24.5 % de la poblacién con Diabetes Mellitus,
en México el 1.5 %, Brasil 8 % y Argentina 7 %. W

La segregacion de la Diabetes Mellitus se realiza en funcion de una serie de
factores que predisponen al desarrollo de la misma. En este sentido, en lo referente a la

Diabetes Mellitus tipo 2, se sabe que es una enfermedad poligénica y multifactorial. @



Existen factores ambientales y socioeconémicos que predisponen al desarrollo
de esta patologia en edades cada vez mds tempranas, por otro lado hay un fondo
genético caracteristico de cada poblacién y un fondo genético caracteristico de toda
América latina fruto de un ancestro comdn. ¥

El costo que una enfermedad de esta magnitud genera al sector salud, es
sumamente elevado, de esta manera la OMS estimo los siguientes rangos para América

latina (Tabla. 1.): M

Tabla. 1. Diversificacion de Células Pancreaticas. ™

Grupo Paises Costo promedio por Persona.
(USD por persona)
1 Trinidad y Tobago, y Barbados 577
2 México y Chile 607
3 Ecuador, Guatemala y Jamaica 491
4 Bolivia 550

Anualmente, la Secretaria de Salud en México, gasta 15.118.3 millones de
dolares en el tratamiento primario de esta patologia; por otro lado, el Ministerio de
Salud en el Ecuador dispone anualmente de 598.5 millones de ddlares americanos en el

tratamiento de esta enfermedad. ©

Todas estas consideraciones, justifican el estudio de este fondo genético de
susceptibilidad en poblacién de América latina, en busca de una perspectiva que permita
un mejor entendimiento de este fenémeno, y brinde respuestas que permita desarrollar

nuevas alternativas de tratamiento para esta creciente epidemia.



MORFO-FISIOLOGIA PANCREATICA Y PANCREAS

ENDOCRINO

El pancreas humano es un érgano impar, constituido por 2 tipos de células

secretoras, ambas relacionadas con el manejo de nutrientes. El 98 % del pancreas esta

constituido por el pancreas exocrino, cuya funcién es sintetizar, almacenar y secretar al

duodeno las enzimas necesarias para la digestion de
alimentos. El 2 % restante esta constituido por células
endocrinas con funcién metabdlica y de sintesis de

varias hormonas, las cuales constituyen el pancreas

insular formado por los islotes de Langerhans. .

Anatémicamente, el pancreas esta estructurado por

cabeza, istmo, cuerpo y cola, y recibe la irrigacién

sanguinea de las ramas del

mesentérica y la arteria pancredtico-duodenal. (Fig. 1.0.)

tronco celiaco, arteria

Cabeza

Istmo

Fig. 1.0. Estratificacion Morfoléogica
del Pancreas.

ANATOMIA E HISTOLOGIA PANCREATICA

Los islotes de Langerhans, se distinguen del
parénquima exocrino por su escasa afinidad por la
tincién de hematoxilina-eosina.

El tamafo de los islotes es variable, oscilando
entre los 140 — 250 um y se encuentran rodeados por
una capa de tejido coldgeno que los separa del resto
de tejido exocrino circulante. ©
Dentro de los islotes se distinguen 4 tipos de células:
a, B, 8y PP oy, que

presentan una

Pancreas

a cell (glucagon)

B eell
(insulin}

=
& cell
(somatostatin)

Fig. 1.1. Diversificacion de Células

organizacion tridimensional con un nucleo central de  p_ . oae oo ()

células B rodeando por el resto de células endocrinas, lo que permite la liberacion

adecuada de insulina en estado basal y ante un estimulo. ©® (Fig. 1.1.)



Existe una via “Paracrina” de regulacién, mediante la cual las hormonas
liberadas pueden influir en las células vecinas, ademds tanto células  adyacentes
homoélogas como heterdlogas estdn conectados por medio de canales intercelulares
llamados “gap-junctions”. ©

Cada una de las hormonas insulares es capaz de influir en la secrecion de las
restantes. Asi, la somatostatina (SS) suprime la secrecién de las otras tres. La insulina
suprime la secrecion de glucagon. El glucagon estimula la secrecion de insulina y SS, y

.. .2 “« . 6
cada una de ellas, es capaz de suprimir su secrecién de mlanera ‘Autocrina”. ©

GLUCAGON

El glucagon es una hormona peptidica de 29 aminodcidos sintetizado y
segregado por la célula o pancredtica. La secrecién de glucagon asi como de insulina
depende de la concentracion de glucosa a nivel del liquido extracelular. ©

El glucagon aumenta durante el ayuno y en el ejercicio, que inducen una caida
de la glucemia, y se ve asociado con una disminucién de la insulina. Al aumentar la
glucemia, la secrecion de glucagon se suprime. O

Su accién a nivel bioldgico se da principalmente en el higado, efectudndose de la
siguiente manera: © @

1. Estimula la glucogendlisis, fosforilando la fosforilasa f3.

2. Inhibe la glucogenogénesis, fosforilando la glucogenosintetasa f3.

3. Estimula gluconeogénesis e inhibe la glucdlisis, al inactivar Ila
Fosfofructocinasa, y activar la Fructosa 2,6 bifosfatasa.

4. Inhibe la lipogénesis, al inhibir glucélisis y la acetil-CoA carboxilasa.

5. Favorece a la cetdsis, al inhibir la carnitina-palmitoil-transferasa.

SOMATOSTATINA

Hormona polipeptidica de 14 aminodcidos, con propiedad de inhibir la secrecién
hipotaldmica de Hormona del Crecimiento (GH). Se sintetiza en las células 6 de los
islotes pancredticos. ©

Esta hormona tiene un amplio espectro de funciones inhibitorias, entre las cuales
destacan: © @

1. Inhibe la secrecién de insulina, glucagon y polipéptido pancredtico por una

accion paracrina.



2. Se autorregula de manera autocrina.
3. Regula la secrecioén 4cida del estomago por una accién directa en las células
parietales.

4. Disminuye la motilidad y el flujo sanguineo gastrointestinal.

POLIPEPTIDO PANCREATICO.

Hormona polipeptidica de 36 aminoécidos perteneciente a la familia de péptidos
neuroendocrinos. Es secretado por las células y del pancreas y ademds se sintetiza fuera
del péncreas en ileon, colon, recto, sistema nervioso central y periférico. ©
Sus funciones son varias como la regulaciéon de la funcién gastrointestinal,

: L . : I . N (
estimulando la secrecién del pancreas exocrina y el vaciamiento de la vesicula biliar. ©

GLP-1 (GLUCAGON-LIKE PEPTIDE-1)

Pertenece a la familia de péptidos sintetizados a partir del gen preproglucagon, y
es sintetizada por las células a del pancreas, y posee una accién insulinotrépica muy
potente. .

Esta hormona se sintetiza durante el ayuno y el periodo post-ingesta, durante
este tltimo favorece la liberacién de insulina. ©

La unién de GLP-1 a su receptor origina la sintesis de AMPc, que desencadena
el cierre de los canales de Na'/K" dependientes de ATP en las células B pancredticas; la
despolarizaciéon de la membrana da lugar a la apertura de los canales de calcio,
potenciando la liberacién de insulina por parte de los islotes pancreaticos, aumentando

la efectividad de los canales de Potasio — ATP independientemente de glucosa. ©

POLIPEPTIDO AMILOIDE DE LOS ISLOTES

Péptido secretado por las células B pancredticas, en respuesta a glucosa o
arginina. Amilina e insulina se secretan en respuesta al mismo estimulo. ©

Tiene funciones diversas como la inhibicion de la captacién de glucosa y sintesis
de glucégeno en musculo, estimula la glucogendlisis en higado y, eleva la glucosa y

lactato en ayunas. ©



INSULINA

Hormona anabdlica de naturaleza polipeptidica producida por las cedulas  de

los islotes pancreaticos. Asi, la Diabetes Mellitus es consecuencia de una deficiencia

absoluta o relativa de insulina, o de resistencia a la misma con una hiperinsulinemia

compensadora que conlleva a enfermedade

obesidad, ateroesclerosis o alteraciones de la coagulacion.

s relacionadas con formas de hipertensidn,
©

La insulina se sintetiza en el

nicleo de las células f como una sola

cadena polipeptidica: la
“Preproinsulina”, se encierra en
micorvesiculas en las cisternas del
reticulo endoplasmico donde sufre

modificaciones como plegamiento de la

cadena y la formaciéon de puentes

Preproinsulin Proinsulina Insulina Madura
# NH,  HaNT NH,
sﬁ -8 s §—
C A BB Achain | B chain
S—
88
| |
€00 00
L ooc-#
Péptido Senal Péptido,C

disulfuro formandose la “Proinsulina”

Fig. 1.2. Maduracién de la Insulina.

que se  transporta

6

al aparado de Golgi, donde se empaqueta en granulos de secrecién. La maduracién de

esos granulos se hace por enzimas proteoliticas que liberan la molécula de insulina y

péptido C. @ (Fig. 1.2.)

Las células B de

pancredticos funcionan como un sensor

los islotes
energético en general y de la glucemia
circulante en particular, formando lo que se
conoce como el “Aparato Sensor de la
Glucosa” mediado por el quinteto de la G,

formado por: Glucosa, GLUT 2, Actividad

Glucocinasa, deficiencia de la GDH
(glicerol fosfato deshidrogenasa)
mitocondrial que reduce la Glicdlisis

Oxidativa. @ 7 (Fig. 1.3.)

Glucase

Endoplasmic
reticulum
~
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Depolarization

Fig. 1.3. Aparato Sensor de la Glucosa. @



Las acciones de la insulina son muy variadas y complejas, pero se las puede
clasificar segin el tiempo que necesita la hormona para ejercerlas: acciones rapidas, que
se ejercen en segundos, como la estimulacidn de la entrada de la glucosa a la célula;
acciones intermedias, que se ejercen en minutos, como la sintesis proteina, inhibicioén de
protedlisis, etc; acciones lentas, a nivel del material genético de determinadas células,

que permite el aumento de ARNm para determinadas enzimas. © (Cuadro. 1.0.)

Cuadro. 1.0. Efectos de la Insulina sobre Tejido Periférico. © M

Higado Miisculo Adiposito

- Aumenta Glucogenogénesis | - Aumenta Glucogenogénesis | - Estimula la captacién y

- Reduce Gluconeogénesis - Estimula la captacién vy utilizacién de glucosa

- Reduce la salida de Glucosa utilizacion de glucosa - Estimula la captaciéon de
del Higado - Estimula la entrada de dcidos grasos

- Estimula la Sintesis de aminodcidos al musculo - Estimula la sintesis de
Lipidos - Inhibe el catabolismo de triglicéridos

- Estimula la Sintesis de proteinas. - Favorece la acumulacién de
Proteinas - Estimula la captacién y grasa en el adiposito

- Inhibe la Formacién de utilizacion ~ de  cuerpos
cuerpos ceténicos Cetonicos

MECANISMO DE ACCION

La insulina actda sobre la membrana uniéndose a un receptor especifico. Este
receptor es una glicoproteina constituida por 2 subunidades o y B, unidas por enlaces
covalentes de tipo disulfuro, para formar un heterodimero. ©az

La subunidad a se encarga del reconocimiento de la insulina. La subunidad f
tiene una porcion extracelular y otra intracelular. En la porcién intracelular se reconocen
4 dominios: ® 12
1. El Yuxtamembranoso que fosforila y une los substratos.

2. El Catalitico que se une a ATP.
3. El Dominio Rico en Tirosinas que regula la actividad cinasa y de
autofosforilacidn.

4. El Dominio Carboxilo Terminal que puede fosforilarse.

El gen del receptor de la insulina tiene 22 exones y se localiza en el brazo corto
del cromosoma 19. ™ La insulina ocasiona cambios estructurales y de fosforilacién
sobre su receptor, ocasionando luego una serie de fosforilaciones mediadas por

proteinas sustrato de la insulina o “IRS”. 12



TRANSPORTE DE GLUCOSA

Hay 2 modelos fundamentales de transporte, uno es un transporte activo
secundario asociado al transporte de sodio, que es el que proporciona la energia
necesaria, este transporte esta mediado por los SALT (Sodium Dependent Glucose

Trasnporters) localizados en las células intestinales y las del tdbulo renal. ©an

El resto de células utiliza el
sistema de transporte mediante difusién

facilitada, mediada por los GLUT, que

pertenecen a una familia de proteinas

compuestas de 442 a 524 aminodcidos,

con estructura secundaria plegada coo’
Fig. 1.4. Disposicion Transmembranal de Receptores
- gLut. "

que cruza 12 veces la membrana celular
©UD (pig, 1.4.)

Las células que dependen de insulina para captar glucosa tienen en su citoplasma
un acervo de moléculas GLUT 4, las cuales en presencia de insulina se estimula su

transporte a membrana celular. ®an

RESISTENCIA A LA INSULINA

Se conoce bajo esta denominacién una

| RESISTENCTA A T.A INSTILINA

situaciéon de insensibilidad de los tejidos / i
. . ., —> Hinerinsulinemia
(muscular, hepatico o adiposo) a la accion de IGT
la insulina. El estado de resistencia a la [ F e amsn ]

insulina se acompafia de hipersecrecién

DETERIORODE TA CRITITA R |

> |
compensadora, que ocasiona que los valores ﬂ \
L

circulantes de la hormona sean mayores a lo
G
p—

normal (hiperinsulinismo). © @ (Fig. 1.5.)

El estado de resistencia a la insulina Fig. 1.5. Mecanismos de Resistencia a la

y la hiperinsulinemia resultante afecta Insulina

numerosos pardmetros. La incapacidad de metabolizar la glucosa puede ocasionar
intolerancia a la glucosa y diabetes; de hecho, la mayor parte de diabéticos tipo 2 llega a
desarrollar la enfermedad tras varios afios de resistencia a la insulina no diagnosticada.
La hiperinsulinemia favorece la hipertension diastélica y obesidad favoreciendo la

formacion de ateromas, lo que en conjunto se conoce como “Sindrome Metabdlico”. @



DIABETES MELLITUS

DEFINICION

La Diabetes es una enfermedad sistémica, crénico-degenerativa, con grados
variables de predisposicion hereditaria. 19 Se caracterizada por hiperglicemia como
resultado de defectos en la secrecién, accién de insulina o ambas. *® La hiperglicemia
cronica de la diabetes afecta al metabolismo intermedio de carbohidratos, lipidos y
grasas asociado a dafio a largo plazo, disfuncién y fallo de varios érganos especialmente

. . . . P . 14
los 0]0s, riones, sistema nervioso, corazon y vasos sanguineos. 19

CLASIFICACION

La diabetes se ha dividido en 2 grandes grupos respecto a la administracion de
insulina, los pacientes insulino-dependientes y los no insulino-dependientes. La
ambigiiedad de esta clasificaciéon propicié que en 1997 se propusiera una nueva
clasificacion que incluye 4 entidades, considerando como base la etiologia de la

afeccion. 1 (Cuadro. 2.0.)

DIABETES MELLITUS TIPO1 (DMT1)

Llamada también “Diabetes Mellitus Insulino Dependiente” o denominada
anteriormente como “Diabetes Juvenil” ya que la aparicion de este tipo de diabetes por
general se da en edades inferiores a los 14 afios. 14 as)

Es un desorden de la homeostasis de la glucosa caracterizado por la
susceptibilidad a la cetoacidosis en ausencia de insulino terapia. Genéticamente es una
enfermedad autoinmune heterogénea que resulta de la destruccion de las células
pancreaticas. e
DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DMT2)

Es mucho mas comtn que la de DMT1, contando con el 90 — 95 % de todos los
casos de Diabetes Mellitus, por lo general la edad de aparicién de esta diabetes ocurre

entre los 50 y 60 afios siendo una enfermedad de desarrollo gradual manifestdndose

inicialmente con insulino resistencia y luego con insulino deficiencia. La obesidad, la



Cuadro. 2.0. Clasificacion Etiolégica de la Diabetes. a9

I Diabetes Mellitus Tipo L.
A. Mediada por Mecanismos Inmunolégicos.
B. Idiopatica.

1L Diabetes Mellitus Tipo II.

111 Otros Tipos Especificos.
A. Defectos Genéticos de la Funcion de las Células .

Cromosoma 12, HNF-1a (MODY 3)
Cromosoma 7, Glucocinasa. (MODY 2)
Cromosoma 20, HNF-40 (MODY 1)
Cromosoma 13, Factor Promotor de Insulina — IPF-1. (MODY 4)
Cromosoma 17, HNF-1p. (MODY 5)
Cromosoma 2, NeuroD1. (MODY 6)
DNA Mitocondrial.
. Otros.
B. Defectos Genéticos en la Accion de la Insulina.

1. Resistencia a la Insulina Tipo A.

2. Leprechaunismo.

3. Sindrome de Rabson-Mendenhall.

4. Diabetes Lipoatrofica.

5.  Otros
C. Enfermedades del Pancreas Exdcrino
Pancreatitis.
Trauma/Pancreatomia.
Neoplasia.
Pancreopatia Fibrocalculosa.
Fibrosis Quistica.
Hemocromatosis.
Otros.
D. Endocrinopatias.
Aldosteronoma.
Sindrome de Cushing.
Hipertiroidismo.
Glucagonoma.
Somatostinoma.
Acromegalia.
Otros.
E. Inducido por Drogas o Quimicamente.

1 Vacor.

2 Pentamidina.
3 Acido Nicotinico.
4 Glucocorticoides.
5. Hormona Tiroidea.
6
7
8
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Diaxozida.
Agonistas B Adrenégicos.
Tiazidas.
9.  Dilantina.
10. Interferén a.
11. Otros.
F.  Infecciones.
1. Rubéola Congénita.
2. Citomegalovirus.
3. Otros.
G. Mediada por Formas no Comunes de Inmunidad.
1. Sindrome de Stiff-man.
2. Anticuerpos anti-receptor de Insulina.
3. Otros.
H. Otros Sintomas Genéticos Asociados con Diabetes.
Sindrome de Down.
Sindrome de Klinefelter.
Sindrome de Turner.
Ataxia de Friedreich.
Sindrome de Wolframs.
Sindrome de Prader Willi.
Pirpura.
Otros.
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DMT2, asocidndose a una hiperinsulinemia, en insulina resistencia y el sindrome
metabdlico, por lo general conlleva al desarrollo de respuesta de las células pancredticas
por la disminucién de la sensibilidad del tejido blanco al efecto metabdlico de la
insulina, una condicién referida como “Insulino Resistencia”. ¥

Un decremento de la sensibilidad a la insulina conduce a una disminucién del
almacenamiento y utilizaciéon de glucosa conllevando a la elevaciéon de la misma
estimulando a la compensacién secretoria de insulina. Este es un proceso gradual y por

lo general coincide con la ganancia de peso y obesidad.

CRITERIOS DE DIAGNOSTICO

Para el diagndstico preciso, ademds de evaluar los sintomas clinicos
caracteristicos, es necesario apoyarse en el andlisis quimico de los niveles de glucosa en
sangre. Como los sintomas de la diabetes no son obvios inmediatamente, el diagndstico
puede estar precedido por un extenso periodo de deterioro en la tolerancia a la glucosa,
lo que resulta en disfunciones de las células pancredticas y complicaciones micro y

macrovasculares. (Cuadro. 2.1.) © a4

Cuadro. 2.1. Criterio para el Diagnéstico de Diabetes Mellitus. © a4

L Sintomas de diabetes mds una glucosa plasmatica casual de > 200 mg/dL (11.1 mmo/L). Casual se define como
cualquier momento del dia sin importar el tiempo desde la dltima comida. Los sintomas cldsicos de diabetes
incluyen poliuria, polidipsia y pérdida inexplicable de peso.

1L Prueba de Glucosa en Ayunas > 126 mg/dL (7.0 mmo/L) Ayuno se define como la no ingesta calérica por lo menos
durante las ultimas 8 horas.

111 Glucosa 2 horas luego Poscarga > 200 mg/dL (11.1 mmol/L) durante una Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral.
La prueba deberia ser realizada como la describe la OMS, usando una carga de glucosa que contenga el equivalente
a 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua.

FACTORES DE RIESGO.

Existen una serie de factores de riesgo que incrementan dramdticamente la

posibilidad de desarrollo de la Diabetes Mellitus tipo 2, entre las cuales destacan: an

FACTORES DEMOGRAFICOS

a. Edad: Al incrementar la edad incrementan los pacientes con diabetes tipo 2. an

b. Sexo: La frecuencia es mayor en las mujeres México-americanas (10.9 %) que

en los hombres México-americanos. (7.7 %) an



C.

Raza Las personas de origen hispano tienen de 2 a 3 veces mayor riesgo de

desarrollar diabetes tipo 2 que las personas de origen caucésico. o

ESTILO DE VIDA

a.

Obesidad: Alrededor de un 80% de los pacientes con diabetes tipo 2 son
obesos. El mayor riesgo de diabetes se asocia a la obesidad central o troncal en
la que la grasa se deposita a nivel subcutdneo (debajo de la piel) e
intraabdominal (entre las visceras). Esta grasa se puede evaluar con la medicién
de la circunferencia a nivel de la cintura en centimetros. “En hombres no debe
ser mayor a 102 cm y en mujeres no mayor de 88 cm.” an

Historia Familiar de Diabetes: Las personas con una historia familiar de
diabetes (ambos padres con diabetes tipo 2) se hacen mads resistentes a la accion
de la insulina a medida que aumenta el peso corporal que los que no tienen
historia familiar de diabetes tipo 2. an

Inactividad Fisica. La actividad fisica disminuye el riesgo de presentar diabetes
tipo 2. El efecto protector del ejercicio esta en la prevencion de la resistencia a
la accién de la insulina, y produciendo una mejor accién de la insulina en los
tejidos muscular, adiposo y hepatico. un

Dieta. La ingesta de calorias, los componentes de la alimentacién tales como
hidratos de carbono y grasas son factores que influyen en el incremento de peso
y desarrollo de diabetes tipo 2. an

Tabaquismo. Estudios sobre el efecto agudo del fumar sobre la tolerancia a la
glucosa demuestran que la respuesta metabdlica en una prueba con carga de
glucosa se altera, dando mayor incremento de glucosa en la sangre. an
Urbanizacion. Ciertos cambios en el estilo de vida en un grupo de poblacion

susceptible, pueden incrementar el riesgo de desarrollar diabetes tipo 2. an

CLINICA GENERAL DE LA DIABETES MELLITUS

Clinicamente se distinguen una forma aguda y otra lenta. La forma aguda es

tipica de la DMT1 no siendo infrecuente su comienzo con cetoacidosis grave. Estos

pacientes cursan con un periodo de adelgazamiento, poliuria, sed y malestar genera

1 ©

El comienzo lento es tipico de la DMT?2 en el adulto que no necesita insulina;

por lo general resiste durante muchos afios sin sentir la necesidad de consultar e iniciar

tratamiento. ¢

)



SIGNOS Y SINTOMAS.

1.
2.

hiperglucemia a nivel cutdneo y necesita tiempo para su instauracién clinica.

es frecuente, manifestandose con forunculos, flemones, orzuelos, etc.

cuando no hay estudios cientificos que corroboren esta aseveracion.

. . . . , 17
Poliuria, consiste en el exceso de orina en las 24 horas del dia. an

Polidipsia o exceso de sed, surge para compensar la poliuria. un

Polifagia, consiste en el aumento de apetito especialmente alimentos
hidrocarbonatados, con objeto de compensar las pérdidas urinarias de glucosa.

a7)

Adelgazamiento, tipico de la DMTI1 (nifios y a adultos) producida por la

ineficacia del metabolismo glucidico, proteico y graso. an

Astenia es un sintoma de malestar general producido por el defecto metabdlico
generalizado a causa de la falta o ineficaz accién de la insulina que es la

principal hormona anabdlica. an

El Prurito es mas frecuente en la DMT2, por que esta facilitado por la
an

La Tendencia a Infecciones no suele incluirse entre los sintomas cardinales, pero
a7)

Por oro lado se dice que la diabetes Retraza la Cicatrizacion de Heridas aun
a7

CLINICA POR SISTEMAS Y APARATOS.

a. Aparato Digestivo: Se manifiesta con sequedad de boca y faringe, puede
haber gingivitis, paradontitis y flemones dentarios, causas que provocan la
caida de las piezas dentarias. Existen alteraciones en la motilidad del
esofago, nauseas, vomitos y dolores epigastricos, afeccién neuropdica del
intestino delgado, que suele traducirse con diarreas nocturnas y diurnas.
Puede llegar a presentar higado graso asi como hepatomegalia. an as)

b. Aparato Respiratorio: Facilita la proliferacion de todo tipo de infecciones
entre las mas frecuentes tenemos bronconeumonia y neumonia. a7 a8

c. Aparato Cardiovascular: El corazén puede afectarse por miocardiopatia y
arritmia asi como con coronariopatia. a7 as)

La ateroesclerosis a nivel cerebral se traduce en trombosis y hemorragias

y otros accidentes isquémicos.



i.

Sistema Nervioso: Puede afectar el cerebro, médula, las raices y los propios
nervios periféricos. Se afecta el sistema somadtico con sintomas como
polineuropatia en miembros inferiores. an as)
Nefrourologia: La microangiopatia diabética tiene su expresién mas clara a
nivel renal como gloméruloesclerosis. La clinica renal es progresiva hacia la
insuficiencia renal terminal. Puede presentarse cistitis, prostatitis y uretritis,
incluso abscesos de prostata y perineales. A
Oftalmologia: A nivel del iris puede verse despigmentaciones. Hay que
vigilar la posibilidad de glaucoma. El cristalino presenta cataratas con mads
frecuencia y en edades mds jovenes que en los no diabéticos. a7 18
Por otro lado pueden existir infecciones palpebrales, blefaritis y orzuelos,
pardlisis oculomotoras (III, IV o VI par) suelen ser reversibles, y neuritis
Optica, que suele ser rara. a7 a8
La Retinopatia diabética es una de las complicaciones mads
preponderantes en estos pacientes. 17 ¥
Otorrinolaringologia: Por la tendencia a las infecciones son frecuentes y
recidivantes las sinusitis y otitis, algunas otitis son especialmente graves
como la otitis maligna por Pseudomona aeruginosa. an as)
Lesiones Dérmicas: Las lesiones son sumamente diversas entre las cuales
destaca: 17 18
- Maculas diabéticas, byllosis diabeticorum localizadas preferentemente en
piernas.
- Necrobiosis lipoidica diabeticorum, de color amarillo en la zona de
muslos.
- Paniculitis relacionada con el Estreptococo f§ hemolitico de grupo A.
- Necrosis superficiales primordialmente en pie.
- Los Xantomas cutdneos y xantelasmas palpebrales, se relacionan con la
hipercolesterolemia acompafiante a esta patologia.
Sistema Osteoarticular: La DMT1 afecta preferentemente a la columna
vertebral, en la reabsorcién 6sea normal con osteogénesis defectuosa,
relacionada con el déficit de insulina y de IGF-1. an as)
Pie Diabético: Constituye una entidad compleja por su rica patologia en

virtud de una multiplicidad de factores micro y macrovasculares



neuropdticos, infecciosos, osteoarticulares y factores mecdanicos. Se
producen heridas infectadas, ufias incarnatas, rozaduras por zapato, micosis,

gangrena seca o humeda de uno o varios dedos de todo el pie. (D48

COMAS EN EL DIABETICO

El paciente diabético, como cualquier otra persona, puede presentar comas de
diversa indole, como el hepdtico, renal, por intoxicaciones, o particularmente el
cerebrovascular por su mayor tendencia a la ateroesclerosis, pero ademds puede
presentar otros especialmente relacionados con la propia diabetes como el cetoacidético,

hiperosmolar o el lictico. an

DIABETES Y OTRAS ALTERACIONES HORMONALES

Entre los pacientes con DMT1 no resulta infrecuente la enfermedad tiroidea

. .z . o 17
autoimnmune con expresion asintomatica. an

Con respecto a la funcidn testicular, la diabetes disminuye la poblacion de

células de Leydig y su produccion de testosterona. a7

El Sindrome de ovario poliquistico (SOPO) suele asociarse a resistencia

insulinica, siendo discutible su relacién o no al aumento de andrégenos. an

En la DMT1, la deficiencia de insulina se traduce en un déficit de aporte de
insulina al higado con déficit de IGF-1, con resistencia a la accién de GH. an

Respecto al hiperparatiroidismo primario, existe una mayor prevalencia en
diabéticos, primariamente mujeres. an
La vasopresina (ADH) suele elevarse en relacién con la poliuria de la DMT

descompensada, limitando asf la necesidad de ingesta de agua. an



DIABETES MODY

DEFINICION

Hace mds de 70 afos se descubrié una forma de diabetes que aparece en
personas jovenes y se hereda con un patrén autosémico dominante. Varias décadas
después Fajans y Tattersall acufiaron el termino “Maturity onset Diabetes of the
Young” y progresivamente definieron de un modo especifico este subtipo de diabetes de
acuerdo a los siguientes criterios: 19
1. Aparicién antes de los 25 afios.

Herencia Autosémica Dominante.

2
3. Penetrancia Elevada.
4

Inicialmente sin evidencia de déficit grave de insulina.

En los afios 90, se identificaron los principales genes que albergaban las
mutaciones relacionadas con diabetes MODY, lo que se revelo en realidad es que era un

defecto heterogéneo. 9

El primer gen que se postulé como candidato a MODY fue el que codifica la
enzima glucolitica “Glucocinasa” (MODY 2). Este subtipo de MODY cursa con
hiperglicemia leve y condiciona una predisposicion a la diabetes gestacional.
Posteriormente Bell y Froguel, determinaron 2 loci genéticos que segregaban con una
forma mucho més grave de diabetes en familias MODY, denominados posteriormente
MODY 1 y 3, se realizo un estudio exhaustivo y se concluyd que eran mutaciones
casuales en factores nucleares de hepatocito 4a y la (HNF-4a y HNF-1a)

respectivamente. 19

Sin embargo, el fenotipo de MODY 1 y 3 consiste en una disminucién de la
secrecion de insulina inducida por glucosa, lo cual claramente indica que HNF-4a y
HNF- 1o tienen un papel previamente no sospechado en la funcién de las células B. Poco
después se identificaron otros 3 reguladores transcripcionales implicados en la diabetes

tipo MODY, el factor 1 promotor de la insulina (IPF-1; PDX1/IDX1), HNF-1 (MODY



5) y el factor 1 de diferenciacién neurogénica (Neuro-D1/B2) (MODY 6). La Tabla 3.0.

.muestra los genes MODY identificados a la fecha: {19
Tabla. 3.0. Genes responsables del fenotipo MODY Yy las caracteristicas asociadas a sus mutaciones. 19 @0
Gen Efecto de las Fenotipo Clinico
Mutaciones
MODY 1 | HNF-4a Alteracion en sintesis | Hiperglicemia severa, frecuente
(20q12-q13.1) y secrecion de requerimiento de insulina, nefropatia,
29 mutaciones reportadas. | insulina. retinopatia.
MODY 2 | Glucocinasa Alteracién en la Hiperglicemia moderada, control con
(7p15-p13) secrecion de insulina. | hipoglucemiantes y dieta.
Mais de 80 mutaciones
reportadas.
MODY 3 | HNF-1a Alteracion en sintesis | Hiperglicemia severa, requerimiento
(12q24.2) y secrecién de de insulina, nefropatia asociada.
Mis de 50 mutaciones insulina.
reportadas.
MODY 4 | IPF-1 Alteracion en sintesis | Hiperglicemia moderada, control con
(13q12.1) y secrecién de hipoglucemiantes, eventual
2 mutaciones reportadas. insulina. requerimiento de insulina.
Retraso en el
desarrollo del
pancreas.
MODY 5 | HNF-18 Alteracién en la Hiperglicemia severa, frecuente
(17921.3) sintesis y secrecién requerimiento de insulina, nefropatia
3 mutaciones reportadas. de insulina. asociada.
MODY 6 | NeuroD1/Beta2 Alteracién en la Hiperglicemia moderada o severa.
(2932) secrecion de insulina.
2 mutaciones reportadas.

EL FACTOR NUCLEAR HEPATICO 4a

Como tal, esta relacionada con diabetes tipo MODY, y es autosémica dominante
de aparicién temprana mucho menos frecuente que la MODY 3 e indistinguible de la
misma a excepcion de la reduccion de las concentraciones de apolipoproteinas All y

CIII y triglicéridos, mientras que en MODY 3, disminuye la apolipoproteina M. (19 20

HNF-4a, es miembro de la stiper familia de receptores nucleares siendo un
receptor tiroideo — esteroideo. @3 Asi es un receptor para glucocorticoides que regula y
coactiva proteinas y receptores, asi como otras funciones sobre péncreas y tejido
adiposo, higado, rifién e intestino. 26 Muchos receptores nucleares de esta familia estdn
sujetos a la regulacion de hormonas o metabolitos, pero hasta ahora no se ha descrito de
forma concluyente un ligando para HNF-4a por lo que se ha descrito como un
“Receptor Huérfano”. Se ha observado que el dominio de unién al ligando de esta
proteina estd ocupado por dcidos grasos, sin embargo éstos podrian corresponder a un

componente constitutivo capaz de regular de forma aguda su funcion. &0



HNF-4a, controla la

expresion de HNF-loa en células
hepdticas y endodermo, y existe
evidencia genética humana,
mencionada anteriormente que apoya
que esto es asi en los islotes
pancredticos, asi como la expresién
de otros genes involucrados en el

desarrollo y funcién pancredtica. @0

En ratones HNF-1o es, a su vez, necesario para la expresion de HNF-4a, aunque
esto solo ocurre en los islotes pancreaticos. Esto se debe a que en los islotes pancredticos

existe un promotor alternativo de HNF-4a, denominado “P” que confiere dependencia de

HNF-10. 1

La proteina codificada por este gen, es un factor de trascripcién nuclear el cual se

une al DNA como un homodimero. La proteina codificada, controla la expresion de varios
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Fig. 3.0. Red de Factores de Trascripcion en célula
B pancreatica. 20)

genes y juega un papel importante en el desarrollo del higado, rifién e intestinos. (19 20
GENERALIDADES

En lo referente al gen HNF-4a tenemos la siguiente e =
informacién: ®V ®? (Fig, 3.1.) - :2

Cromosoma: 20.

Localizacién: q12-q13.1

N A W N =

Estructura:

a. Exones: 11.
b. Tamano: 30.106 bases.
¢. Orientacion: Plus strand.

6. mRNA: 3.239 pb.

Nombre: Hepatocyte Nuclear Factor 4, alpha.
Tipo de Gen: Codifica Proteinas.
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7. Proteina: Su peso es de 51.7 KD, formada por 465

aminoacidos.

Fig. 3.1. Localizacion
del gen HNF-40 en el

cromosoma 20. @2)



8. Expresién: Se expresa en Organos del Sistema Digestivo (Intestino e Higado),
Sistema Endocrino (Pancreas), Sistema Respiratorio (Bronquios y Pulmones) y
Sistema Urinario (Rifién). Por otro lado se encuentra en tejido Epitelial (Secretor —
Glandular — Endocrino). Esta relacionado directamente con células Endocrinas
(Células a y P Pancredticas) y células epiteliales. A nivel intracelular, actia en
ndcleo, cromatina y cromosoma. A la vez, estudios relacionan su expresién en
ovario y parte externa del aparato genital. ®* (Fig. 3.2.)

TRANSACTIVATION DOMAIN
(1-24 and 128-366)

DNA BINDING DOMAIN
P2 P1 /51 -117) DIMERISATION DOMAIN

75360

m 2—3—4—5—6—7—8—9~10

A4ET>C co3wW IVS5-2delA R301Q V3931  P436S
AB1G>A K99fsdelAA R303H (2)
Y16X G1158 1314F
V1211 (2) E;:az?szs'
S34X R125W IVS5+1G>A Pl
D126H 2
F75fsdelT R127W (6) L332insCTG
R154Q R244Q (2)
R1 D206Y Q268X
T1 548& D177fsinsG E276Q
E276D

Fig. 3.2. Localizacion de las Mutaciones Reportadas sobre la Regiéon Codante del gen HNF-4q. @ @5

Mutaciones en este gen estdn asociadas con el desarrollo progresivo en la
hiperglicemia, y de igual manera una disminucion progresiva en la produccién y secrecion
de la insulina, con un deterioro progresivo de las células . Los GLUT 2, se ven alterados
por mutaciones en este gen, y por tanto también el “Aparato Sensor de la Glucosa”. HNF-
4a regula la expresion de genes mitoncondriales que interviene en las vias metabdlicas de
carbohidratos, proteinas lipidos por lo cual se halla directamente involucrado en el
metabolismo del colesterol y de los 4cidos grasos. @ 29

Estudios en el Reino Unido, asocian mutaciones en este gen con la mayor
prevalencia de eventos macrovasculares, asi como una aparicion de hiperglicemia en
adolescentes y en adultos jovenes. @ HNF-4a regula canales de ATP dependientes de K*
e insulina en la células . Kir6.2 es un blanco transcripicional de HNF-4a y sin este, su

. c . . PP 2
expresion en células B ahondaria en una secrecién de insulina inadecuada. 22



FACTORES DE TRANSCRIPCION

Llamados también “Factores de Inicio de la Trascripcion”, y son proteinas que
intervienen en la regulacién de la trascripcion, sea reprimiéndola o potencidndola. En tal
virtud, éstas actuardn sobre segmentos especificos de DNA, sobre los cuales ejercerd su

efecto. M e3) @

Los factores de transcripcion estdn formados por diferentes dominios: @9

1. Dominio de Union al DNA: Que reconoce y se une a secuencias de DNA que
actian de manera proximal.

2. Dominio de Transactivacion: Que se encarga de activar la trascripcion.

3. Dominio de Uniéon al Ligando: Se une al factor desencadenante de la
transcripcion, que en muchos de los casos no se conoce por lo que reciben el
nombre de “Receptores Huérfanos” .

4. Dominio de Dimeriacion: Permite que los factores transcripcionales puedan

agruparse como dimeros, aunque no todos los factores los presentan.

Existen distintos motivos que explican como estos factores de transcripcion tiene su
efecto sobre el DNA, y pueden clasificarse en varias familias estructurales, entre los cuales

7 @23) 24

tenemos: (Fig. 3.3.)

a. Motivo Hélice-Giro-Hélice: Compromete al menos 20 residuos de aminoacidos en
2 segmentos cortos de hélice a cada 7 a 9 residuos, separada por un giro f3. Esta
estructura no es estable por si misma, estabilizdndose con un segmento largo de
dominio de unién al DNA. ®

b. Motivo Hélice-Bucle-Hélice: Consta de 2 segmentos de hélice a, con un péptido
interlasante de mayor tamafio, dotando a este motivo de mayor flexibilidad. (26)

c. Motivo Homeodominio: Se puede considerar como una ampliaciéon del motivo
Hélice — Giro — Hélice con un tercer tramo con estructura de hélice a que sale de
una region sin estructura secundaria definida que interacciona directamente con el

DNA. @7



d. Dedos de Zinc: Cerca de 30 residuos de aminodcidos dan un giro largo que se
sostienen juntos por un solo ion Zn**, el cual es coordinado por 4 residuos (4
cisteinas o 2 Cisteinas y 2 Histidinas). El Zinc no interactia por si solo con el
DNA, al contrario, la coordinacion lograda por este permite que los residuos de
aminoacidos estabilicen esta pequefia estructura de motivo. 28)

e. Cierres de Leucina: Es un motivo anfipatico de a hélice con una serie de residuos
de aminodcidos hidrofébicos en la superficie del drea de contacto entre los 2
polipéptidos de un dimero. El dominio de unién al DNA tiene gran cantidad de

lisina o arginina, que pueden interactuar con los fosfatos negativamente cargados

del DNA, # G0

(b) (c) (@ (e
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Y, e e )
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= e -
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Fig. 3.3. Factores de Transcripcion .

POLIMORFISMO GENETICO

Refiere a una serie de fenotipos alternativos normales y comunes. El polimorfismo,
en el sentido estricto, se refiere a la frecuencia de multiples alelos en un locus, donde al

. . 31
menos 2 alelos aparecen con una frecuencia mayor al 1 % en la poblacién general. Bh

La mayoria de los polimorfismo no tienen efecto sobre el fenotipo, caen sobre

regiones no codantes, algunos pocos afectan el fenotipo, y un niimero muy pequefio, son

responsables de enfermedades genéticas. G

A nivel molecular, pueden existir codones polimérficos con variaciones en la

. . 31
secuencia codificante. ®V

DIABETES MELLITUS TIPO 2 Y HNF-40

La proteina HNF-4o es un factor de trascripcién que actda sobre el DNA mediante

dedos de Zinc que estabiliza la molécula y participa en la regulacion de la expresion de

muchos genes. B8



Estudios de asociacion, vinculan a este gen con un mayor riesgo de desarrollo de
DMT2, como un factor de susceptibilidad que incrementa la probabilidad de padecer esta

enfermedad. ¥ 4

T1301

En lo referente la mutacién T130I existe una substitucion de una citosina por una
timina (ACT — ATT) en el codén 130 del gen HNF-4a dando lugar a un cambio de una
treonina por una isoleucina en la proteina, observiandose una pérdida de la actividad de un
30 — 40 % aproximadamente. 58

La mutacién T130I afecta al dominio de uniéon al DNA que resulta en una
disminucién en la funcién de transactivacion de la proteina disminuyendo su actividad; una
treonina, del residuo en la posicién, es conservada en humanos, ratéon y Xenopus. Esta
mutacidn se puede encontrar del 0 — 5 % de la poblacidn, asi pues la variante sola no causa

diabetes tipo MODY. 35 36) 37 39 36 1 4 variante T130I esta presente en diferentes

poblaciones entre las cuales se encuentran: (Cuadro. 3.1.)

Cuadro. 3.1. Prevalencia de Polimorfismo T1301. (36) (40) (41) (60)

Pais Diabéticos No Diabéticos
EUA N/D 5.0 %
Dinamarca 8.2 % 6.6 %
China 0 % 7.8 %
Japén 3.5 % 0.8 %
México 16 % 5.6 %

El mecanismo de conduccién a la diabetes en péancreas no estd conocido, pero en
ratones knockout ocasiond alteraciones como disminucién de las HDL-C y disminucién de
triglicéridos. 39

La treonina en el codén 130 puede ser fosforilada por la “Protein Cinasa b” y esta
fosforilacion puede afectar su unién al DNA, alternativamente, podrian existir proteinas
que inhiben la unién de los mutantes T130I que conlleva al desarrollo de DMT2, por lo
que la evaluacién de esta mutacion es indicativo de un SNP responsable solo o en conjunto

de esta enfermedad en diferentes poblaciones. (56 67 39)



JUSTIFICACION

Existe evidencia suficiente que asocia el polimorfismo T130I del gen HNF-4a
con el desarrollo de Diabetes Mellitus tipo 2. Por lo que, la presencia de esta mutacion
pudiera conferir un factor de susceptibilidad al desarrollo de esta enfermedad.

En América Latina la mutacién T130I del gen HNF-4a solamente se ha
explorado en poblaciéon mexicana. En esta poblacién se ha la a asociado con el
desarrollo de diabetes de inicio temprano en poblacién mestiza.

Dado a que se desconoce la prevalencia de la mutaciéon T130I del gen HNF-4a
en poblacidn ecuatoriana, se procedié en primera instancia al escrutinio de esta variante
en poblacion mestiza no diabética, a fin de obtener una panordmica mds clara de la
frecuencia de la variante génica en esta poblacion, lo cual dard las bases para relacionar
esta variante con el desarrollo de diabetes en la poblaciéon del Ecuador; y de igual
manera, comprender mejor las bases moleculares que rigen esta enfermedad sobre

América Latina.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de la mutacion T130I del gen HNF-4a en poblacion mestiza

ecuatoriana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar la prevalencia de la mutaciéon T130I del gen HNF-4a en una

muestra de poblacién mestiza Ecuatoriana.

e Asociar la influencia de la mutacién TI130I del gen HNF-4a con

antropométricos, bioquimicos y hormonales de las personas evaluadas.



HirPOTESIS

Debido a que en América latina existe alta susceptibilidad al desarrollo de
Diabetes Mellitus, es probable que se encuentren las mismas variantes
diabetogénicas como la T130I del gen HNF-4a en poblacién ecuatoriana, pero

con distinta prevalencia






MATERIALES Y METODOS

La poblacién de estudio fue homogénea, en funciéon de sus niveles socio-
econdomico y culturales, teniendo una ascendencia Ecuatoriana de mas de cinco
generaciones. Todos los participantes fueron informados del propdsito y objetivo de
este estudio, firmando un consentimiento por escrito para participar en el mismo. A la
vez se fijo una poblacién minima de 25 individuos, los cuales son ecuatorianos, no
diabéticos, no obesos y sin relacién de parentesco entre si que estudian en la ciudad de
Meéxico. (ANEXO A)

El protocolo de trabajo fue:

)

@«

Consen timiento

Presi onArntle-Ll

¢ B

ABIOGuIMIZas

PROTOCOLO DE TRABAJO

INDICE DE MASA CORPORAL (IMC)

Esta medicion califica a la poblacién dentro de pardmetros de normopeso,

sobrepeso y obesidad, y se calcula de la siguiente manera: 60

IMC = _Peso (Kg)
Estatura (mts2)
Interpretacién: " Sobrepeso: 25.5 — 30

Obesidad: > 30



INDICE CINTURA - CADERA (ICC)
Estima la cantidad de grasa abdominal, y se calcula de la siguiente manera: 62

IMC = Cintura (cm)

Cadera (cm)

Interpretacién: “? Mujeres: < 0.84
Hombres: < 0.93

PERFIL B1oQuiMICO

El perfil bioquimico seleccionado consto de las siguientes pruebas:

GLUCOSA

La patologia mas comun relacionada con el metabolismo de hidratos de carbono
es la Diabetes Mellitus. El diagnéstico precoz y control de los pacientes diabéticos tiene

por objeto evitar las complicaciones de los sintomas resultantes de la hiperglucemia. 58

FUNDAMENTO

El esquema de la reaccion es el siguiente: “2)

GOD .
Glucosa+ O, + HHO ——» Acidfc))o%lucénico + H,O,

2 H,0, + 4-Aminofenazona + Fenol ~——* Quinona Coloreada + 4 H,O

VALORES DE REFERENCIA
Suero o Plasma: 70 — 100 mg/dL. “2)

COLESTEROL

La determinacién de colesterol en forma aislada tiene utilidad diagndstica
limitada y su concentracién varia en un gran nimero de condiciones clinicas. El

colesterol es uno de los factores contribuyentes al desarrollo de ateroesclerosis. “3)

FUNDAMENTO

El esquema de la reaccion es el siguiente: “3)



, CHE .
Esteres del Colesterol —  »  Colesterol + Acidos Grasos
Colesterol + O, ——* Colesten-3-ona + H,O,

H,0; + 4-Aminofenazona + Aceptor &, Quinonimina Roja

VALORES DE REFERENCIA

La NCEP (National Cholesterol Education Program) provee los siguientes
valores para colesterol:
Deseable: < 200 mg/dL.
Moderadamente alto: 200 — 239 mg/dL.

Elevado: > 240 mg/dL.

TRIGLICERIDOS

Su medicién es importante en el diagnostico y manejo de las hiperlipidemias,
que pueden ser de origen genético o secundarias a algunos tipos de patologias como la

Diabetes Mellitus. “¥

FUNDAMENTO

El esquema de la reaccion es el siguiente: @

Lipoprotein Lipasa
Triglicéridos » Glicerol + Acidos Grasos

Glicerol + ATP » Glicerol-1-P + ADP

Glicerol Kinasa

GPO
Glicerol-1-fosfato + Oy ——— H202P-|(-) ]l))ihidroxiacetonafosfato

H,0, + 4-Aminofenazona + Clorofenol ——* Quinoneimina Roja

VALORES DE REFERENCIA

La NCEP (National Cholesterol Education Program) provee los siguientes
valores para triglicéridos: @
Deseable: < 150 mg/dL.
Moderadamente alto: 150 — 199 mg/dL.
Elevado: 200 — 499 mg/dL.

Muy Elevado: > 500 mg/dL.



HDL-C

Las lipoproteinas plasmadticas son particulas esféricas que contienen cantidades
variables de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos y proteinas. La proporcién relativa de
proteina y lipido determina la densidad de estas lipoproteinas y provee las bases sobre la

cual establecer la clasificacién. *®

FUNDAMENTO
Las HDL son selectivamente fragmentadas por un detergente especifico y luego

sometidas a la cuantificacion con enzimas y un cromdgeno como se muestra en el

Lo 45
siguiente esquema: “5)

Polianién
LDL, VLDL, Quimlomicrones __________, Complejos Estables

HDL-Colesterol Detergente HDL fragmentada

Colesterol Oxidasa

HDL-Colesterol » (Colesterol-4-en-3-ona

Colesterol Esterasa )
H,0; + DSBmT + 4-Aminoantipirina Peroxidasa , Desarrollo de Color
VALORES DE REFERENCIA

La NCEP (National Cholesterol Education Program) provee los siguientes
valores para HDL-C: ¥

40 — 60 mg/dL.

LbL-C

El LDL-C se puede medir directamente, lo que no es usual normalmente el

LDL-C se informa por cédlculo de la férmula de “Friedwald”, pero ésta no tiene validez

cuando la concentracién de triglicéridos supera los 400 mg/dL. La formula es: “6)

LDL-C = Colesterol total - HDL-C — Triglicéridos
5

VALORES DE REFERENCIA

La NCEP (National Cholesterol Education Program) provee los siguientes

valores para HDL-C: “6)



Optimo: < a 100 mg/dL
Aceptable: 110 — 129 mg/dL
Limite: 130 — 159 mg/dL
Alto: 160 — 189 mg/dL

Muy Alto: > 190 mg/dL

PERFIL HORMONAL

El perfil hormonal se fundamento en la cuantificacion sérica de insulina.

INSULINA

La insulina humana es una hormona polipeptidica encargada de la regulacién del
metabolismo de carbohidratos. Su cuantificacion beneficia al diagndstico, tratamiento y

pronéstico de Diabetes Mellitus.

FUNDAMENTO

La metodologia que se empled para este analito fue la Quimioluminiscencia que
se fundamenta en la emisién de luz por moléculas orgidnicas en reacciéon de oxidacién
catalizada o no, los principales catalizadores son enzimas, iones o complejos metalicos.

Se emplea “Fosfatasa Alcalina (ALP)”, como marcador ya que per se no genera
luz. E1 ALP rompe el grupo fosfato del sustrato “Adamantil Dioxetano Fosfato” que
produce un compuesto inestable (Fenoxido) que al descomponerse emite luz a 420 nm.
Es una reaccién continua de mas de 1 hora de duracion, la obtenerse una sefial
amplificada para maltiples lecturas. Es preciso y sensible, detecta desde 1 zeptomol (1 x

10g2h.

VALORES DE REFERENCIA
Suero o Plasma: 6 — 27 pUl/mL.

PRUEBAS MOLECULARES

EXTRACCION DE DNA

La extraccion de DNA que se realizo por “Precipitacion Salina”. La técnica se

basa en purificacion de nicleos, solubilisando las membranas plasmaticas por medio de



Triton X 100 seguido de la lisis de los nicleos purificados con detergentes como SDS
(Sulfato Dodecil de Sodio) y la digestion con proteinasa K precipitindose el DNA en
etanol, al finalmente se determino la pureza y concentracion, realizando lecturas a 260 y

47)

280 nandémetros. (ANEXO B)

PCR

La “Reaccion en Cadena de la Polimerasa” es un método enzimadtico de sintesis
exponencial de regiones especificas de DNA in vitro, generdndose millones de copias

de un segmento de DNA. (48) (49)

La PCR trabaja usando una DNA polimerasa termoestable y fragmentos cortos
de DNA llamados “Oligonucleotidos” que dirigen la sintesis de una regioén especifica
de DNA templado. La reaccién de sintesis es repetida en numerosas veces llamandose a

cada una de ellas como “Ciclo”. El Resultado es

una “Amplificacio/n Exponencial » de PCR : Polymerase Chain Reaction
. L 48) (49 . 30 - 40 cycles of 3 steps :
secuencias especificas de DNA. (8) (49) (Fig. 4.0.) _
mwm#mmmw% Step 1 : denaturation.
WHTWW i 1 minut 94 °C
WWWWWWH
UMWM%MW

Al final de cada PCR, se confirma la

amplificaciéon con un corrimiento electroforético | *MmmTMTITMmEATTIIIT 2 siep2: aoncaling

My
)
5 y % 45 seconds 54 °C

sobre un gel de agarosa al 1 % tehido con |smyms . ,
WPl g5 e
bromuro de etidio, frente a un marcador de peso
. mwmmmmmﬂrmww . 3
molecular conocido (100 pares de bases). “® ) NP U wuwmum ; Step 3 extenkif

| ~ 4 . o
A / 4 2 minutes 72 °C

(ANEXO C) WWMMM only dNTP's

|
| (I
~

Fig. 4.0. PCR.

RFLP

El Anadlisis Polimérfico de longitud de los Fragmentos de Restriccion emplea
enzimas que cortan el DNA en puntos precisos, produciendo una coleccién de
fragmentos de longitud definida que pueden ser separados por electroforesis en funcién
de su velocidad de migracion, ya que los fragmentos de menor tamafio migrarin mas

rdpidamente que los de mayor peso. 69 (Fig. 4.1.)
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Difference in | Cut Cut restriction fragment length polymorphism
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v
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| A
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Cut fragments fragments
(a) DNA from two alleles (b) Electrophoresis of restriction
fragments

Fio. 4.1. Esauema de Accién de una Digestion Enzimatica nara RFL.P. D

La endonucleasa empleada para este andlisis fue la Sfu I de Roche Diagnostics
®, la cual reconoce la secuencia de DNA generada por la variante T130I, produciendo
dos fragmentos, uno de 190 y otro de 81 pares de bases a partir de uno 271 pares de

bases. (Fig. 4.2.) (ANEXO C)

GCC GTC CAG AAT GAG CGG GAC 666 [
‘ A CGAA

ATC AGC [AC AGG TCA AGC TAT

e
GAG GAC AGC AGC CTG CCUFESL_ATC AAGC 1\ T
Secuencia del exdn 4 de HNF 4a Sitio de reconocimiento

de la enzima Sfu |

Fig. 4.2. Secuencia de reconocimiento para la endonucleasa Sfu I ©2)






ANALISIS ESTADISTICO

METODOLOGIA

Para el anilisis estadistico se emplearon los programas SPSS 13.0 s y

GraphPad Prism 4.0 9 para Windows considerdndose una significancia minima
preestablecida de p < 0.05 con un intervalo de confianza del 95% para cada una de las

mediciones que se han considerado en esta investigacion.



RESULTADOS

El estudio estadistico se realiz6é en funcioén de los pardmetros considerados para
la poblacién de estudio, se obtuvo una edad promedio de 29.42 + 4.93 afios la cual esta
conformada por un 46.4 % de integrantes masculinos (n = 13) y un 53.6 % (n = 15) de

género femenino, considerandose una poblacién total de estudio de 28. (Cuadro 5.0.)

Cuadro 5.0. Datos Antropométricos y Perfil Bioquimico de la Poblacion de estudio.

n=28
Parametro Valor Promedio + Valor de Referencia
Desviacion Estandar
Estatura (Mts) 1.66 £ 0.085 -
Peso (Kg) 64.93 £ 10.80 -
Cintura (cm) 82.42 +£10.33. -
Cadera (cm) 99.32 £6.51 -
IMC/(Kg/mz) 23.42 +£2.89 Hombre: < a 25
22.66 +2.40 Mujer: < a 25
ICC 0.87 £0.088 Hombre: <a 1.0
0.81 £0.059 Mujer: < a 0.85
Tensién Arterial 120 + 6.45 P. Sist6lica: 100 — 140 mmHg.
80 £5.76 P. Diastélica: 60 — 90 mmHg. %
Glucosa [mg/dL] 83.50 + 9.44 70 - 100 “?
Colesterol [mg/dL] 187.54 +27.07 140 — 200 4
HDL-C [mg/dL] 44.10 +10.28 40 - 6049
LDL-C [mg/dL] 118.93 +26.39 < 13049
Triglicéridos [mg/dL] 122.39 +49.43 30— 150 4
Insulina [pUI/mL] 6.28 + 3.76 6-27

En funcién al cuestionario aplicado, como herramienta estadistica, se obtuvo una
serie de tendencias centrales que cualifican los hdbitos comportamentales de la
poblacién de estudio, asi como sus antecedentes heredo-familiares de Diabetes Mellitus

tipo 2. (Cuadro 5.1.)

El Cuadro 5.0 muestra cierta homogeneidad de la poblacion de estudio en funcion
de su estilo de vida, por lo tanto, se debe aclarar que el 39.3 % de la poblacion, ha sido
sometida a cirugias de menor envergadura, tales como rinoplastias, apendicectomias,
cesdreas entre otras. Por otro lado, el 42.9 % de la poblacién declar6 que no realiza
ningtn tipo de actividad fisica en particular, y entre aquellos que declararon tener una

actividad fisica frecuente, la caminata con un 28.9 % es la mas comun de éstas.



Frecuencia

Consumo de Alcohol (Ocasional) 64.3 %

Consumo de Refresco (Frecuente) 57.1 %

Habito de Fumar 32.1%

Actividad Fisica e  Frecuente: 25 %
e  Qcasional: 7.1 %
e Escaso: 67.9 %
Enfermedades Autoinmunes 14.3 %

Antecedentes de Diabetes Mellitus | 50 %

Finalmente, aquellos que declararon un patrén autoinmunitario, se considera que
el 7.2 % tiene o ha tenido rinitis alérgica, el 3.6 % artritis, y el restante 3.6 % declaré

episodios alérgicos de menor grado.

RESULTADOS ANTROPOMETRICOS

La OMS clasifica el IMC, dando las siguientes pautas: ®n

18.5a20.5:  Bajo Peso.
20.5a25.5: Peso Normal.
25.5a30: Sobrepeso.

30 a 40: Obesidad Premoérbida.
>40: Obesidad Morbida.

Tomando en cuenta estos criterios, la poblacién estudiada presento 14.4 % (n =
4) bajo peso al momento del estudio, el 64.8 % (n = 18) con peso normal, y el restante
20.8 % (n = 6) tuvo una ligera tendencia al sobrepeso, pero sin acercarse a los limites
de la obesidad.

De igual manera, para el ICC,la OMS clasificaen base a los siguientes

criterios: &7

ICC =71 — 84 normal para MUJERES.
ICC =78 — 93 normal para HOMBRES.

En base a esto, tenemos que en el género femenino se obtuvo una media del 0.78
+ 0.055 cm. Dentro de los varones se obtuvo una media de 0.88 + 0.048 cm

respectivamente. Se infiere que el 7.2 % (n = 2) de la poblacién femenina, asi como la



poblacion masculina tiene un leve incremento en dicho indice, indicando un ligero

grado de obesidad intra — abdominal.

La edad de la poblacion de estudio fue abierta, tomando en cuenta este acdpite se
tiene una minima de 23 y una maxima de 42 afios. Para fines de este trabajo se
estratifico al grupo de estudio por edad, como se indica en el siguiente cuadro: (Cuadro
5.2.)

Cuadro 5.2. Distribucién por Edad de la
Poblacién Estudiada.

n=28

Edad en Aiios Frecuencia
23. 10.7 % (n=3)
24. 71% (n=2)
26. 10.7 % (n=3)
27. 71% (m=2)
28. 10.7 % (n=3)
29. 143% (n=4)
30. 10.7 % (n=3)
31. 71% (m=2)
33. 36% (n=1)
35. 36% (n=1)
36. 36% (n=1)
37. 36% (n=1)
40. 36% (n=1)
42. 36% (n=1)

Para cada uno de los planteamientos que se realizaron en el andlisis estadistico
de datos, se calcul6 las medidas de tendencia central como media, moda y mediana, asi
como los parametros referentes a la dispersion de datos, tales como desviacion estandar,
error tipico de la desviacion estindar media, maximos y minimos asi como la frecuencia
en el programa estadistico SPSS 13.0. Por otro lado, para el andlisis de correlacion se
calcul6 la correlacion de Pearson, asi como también el analisis normal de varianza
(ANOVA), para el caso de estudios bivariados. Finalmente, entre los pardmetros
individuales asi como para los comparativos, se realizd la prueba t de student a fin de
poner en manifiesto tendencias con una diferencia significativa en el grupo de estudio

en dicho programa.

El andlisis estadistico estratificado de edad frente al indice de masa corporal por
género muestra un coeficiente de correlacién con una ligera tendencia al incremento
directo y proporcional entre estas dos variables. De igual manera, se realizé un Andlisis
Normal de Varianza (ANOVA) demostrando la relacién no significativa entre estas dos

variables. (Fig. 5.0) (Fig. 5.1)
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Fig. 5.0. Indice de Masa Corporal vs. Edad,
representando el promedio + el error estandar.

Género Femenino.
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Fig. 5.1. Indice de Masa Corporal vs. Edad,

representando el promedio + el error estandar.

Género Masculino.

2 35 40

En las figuras Fig. 5.2. Fig. 5.3. Se ilustra el indice cintura-cadera por género y

edad de los participantes en este estudio, observandose claramente que no existe una

tendencia significativamente demostrable al aumento de este indice en funcién de la

edad, lo cual estadisticamente se representa por una relacién no significativa de estas 2

variables al separarlas por su edad frente al género.

1.00
0.954
0.904
0.85-
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23 24 2
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Fig. 5.2. Promedio de Indice Cintura —
Cadera Género Masculino.
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Fig. 5.3. Promedio de Indice Cintura —
Cadera Género Femenino.

En lo que refiere a estos indices y el hecho de tener antecedentes de Diabetes

Mellitus en la familia, cabe sefalar que el 50 % de los participantes de este estudio que

afirmaron tener familiares diabéticos, todos estipularon que la aparicién de esta

enfermedad fue tardia en sus familiares. (Mayor a los 50 afios) Para ambas variables

enfrentadas anta la presencia o ausencia de diabéticos en la familia se realizo un estudio

estadistico en funcién de encontrar relacion, correlacién y una diferencia significativa

agrupédndolos por genero, que para estos 2 casos no existieron. (Fig. 5.4.) (Fig. 5.5.)

30
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#2225 Con Antecedentes de Diabetes

Fig. 5.4. Promedio de Indice Masa Corporal
cony sin Antecedentes de Diabetes Familiar.
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Fig. 5.5. Promedio de Indice Cintura — Cadera
cony sin Antecedentes de Diabetes Familiar.



DATos BioQuimicos

En lo referente a los analitos estudiados se les categorizé (Cuadro. 5.0.) en
funcién al género, edad y en su caso relacion de familiares con Diabetes Mellitus.

En el andlisis estadistico, para la variable Glucosa no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa cuando se estratifico por género (Fig. 5.6.), los valores de
glucosa estuvieron dentro de los limites estipulados por la Asociacion Americana de
Diabetes s6lo un valor fue limitrofe a estos criterios.

Para los Triglicéridos, se demostré una diferencia significativa (P<0.05), siendo
mayor con representatividad estadistica para el género masculino. En lo que refiere a los
triglicéridos el 10.8 % (n = 3) de la poblacion de estudio, tuvo valores moderadamente

altos. (Fig. 5.7.)
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Género * P<0.05 Género

Fig. 5.6. Promedio Glucosa por Fig. 5.7. Promedio Triglicéridos por
Género. Género.

Finalmente, en la Fig. 5.7. muestra niveles significativamente elevados de
triglicéridos en el género masculino con un valor de 145.8 mg/dL + 56.18 frente a un
102.73 mg/dL + 33.41 del género femenino.

Las concentraciones de Colesterol y sus fracciones de alta y baja densidad, se
mantienen la tendencia al incremento sérico de sus valores con respecto a la edad, sin
manifestar diferencias significativas entre ambos géneros. El Colesterol en la poblacién
de estudio, estuvo entre valores de referencia en un 72 %, con valores moderadamente

altos en 8 sujetos de estudio (28 %). (Fig. 5.8.) (Fig. 5.9.) (Fig. 5.10.)
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Fig. 5.8. Promedio Colesterol Fig. 5.9. Promedio LDL-C Fig. 5.10. Promedio HDL-C

Total por Género. por Género. por Género.



En lo que refiere a las fracciones, todas ellas estuvieron dentro de rangos de
tolerancia a excepcion del 3.6 %, para el HDL-C y el LDL-C en distintos sujetos.

En el andlisis estadistico de los analitos bioquimicos estudiados se muestra una
dispersion de sus valores frente a la edad, y para ninguno de los casos se hallé una
correlacion y diferencia significativa por medio de pruebas paramétricas, por ello, los
datos estdn dispersos sin tendencia fija hacia un aumento proporcional con respecto a la
edad. En las figuras Fig. 5.11, Fig. 5.12, Fig. 5.13, Fig. 5.14, Fig. 5.15. se ilustra la media para
cada analito con respecto a la edad, sin representar el valor de error de la desviacion
estdndar, ya que en muchos de ellos, ésta no pudo ser calculada, al tratarse de valores
constantes constituidos de un solo punto, en virtud de que una categoria del parametro

edad se hallaba representada por un solo integrante.
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Fig. 5.11. Dispersion de valores de Glucosa Fig. 5.12. Dispersion de valores de
frente a la Edad. Triglicéridos frente a la Edad.
1
2204
1504
3 I
E’zuuf g
= £
5 =125
g g
g 1804 5
)
1004
1604
s 20 2‘2 2‘4 2‘6 2‘@ 3‘0 3‘2 3‘4 3‘6 B‘E Ab 4‘2 44 20 2‘2 2‘4 2‘6 2‘8 3‘0 3‘2 3‘4 3‘6 3‘8 4‘0 4‘2 44
Edad (afios) Edad (afios)
Fig. 5.13. Dispersion de valores de Fig. 5.14. Dispersion de valores de LDL-C
Colesterol Total frente a la Edad. frente a la Edad.
75
65
)
355 1
E
g
a 45
z
35
25 T T T T T T T T T T T
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Edad (anos)

Fig. 5.15. Dispersion de valores de HDL-C
frente a la Edad.



RESULTADOS HORMONALES
La insulina tuvo un comportamiento homogéneo en sus distintos estratos de

clasificacién, no revelando diferencias estadisticamente significativas en los distintos
grupos; se mostré una tendencia al aumento de ella con la edad, presentando un valor
promedio de 5.74 £ 3.44 pUIl/mL para las mujeres y de 6.99 + 4.15 pUI/mL para los
varones, asimismo no se mostrd una diferencia significativa al agruparla de acuerdo a

los antecedentes de diabetes. (Fig. 5.16.) (Fig. 5.17.)
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Fig. 5.16. Promedio de Insulina Fig. 5.17. Dispersion de valores de Insulina
con y sin Antecedentes de Diabetes. frente a la Edad.

El andlisis t de student no demostré ninguna diferencia significativa entre los
pardmetros antropométricos y bioquimicos considerados en esta investigacion con
referencia a antecedentes de diabetes o no; el colesterol y triglicéridos fue mayor para
aquellos con antecedentes de diabetes pero sin encontrarse una diferencia significativa
entre ellos. La relacién entre insulina y antecedentes heredofamiliares de diabetes
mostré un promedio de 7.34 £+ 4.20 pUI/mL para aquellos que refirieron antecedentes y
5.22 £ 3.05 pUI/mL para aquellos que no manifestaron tener antecedentes. En el Cuadro.
5.2. se realiza un analisis comparativos entre los sujetos que declararon tener
antecedentes heredo-familiares de diabetes.

Cuadro 5.2. Analisis Comparativo de Resultados entre Individuos Con y Sin
Antecedentes Familiares de Diabetes.

Con Antecedentes Sin Antecedentes
Familiares de Diabetes Familiares de Diabetes
Glucosa [mg/dL] 8207 £8.11 84.93 £10.73
Colesterol [mg/dL] 184.57 £ 30.14 190.5 £24.39
HDL-C [mg/dL] 41.71 £9.90 46.50 £ 10.46
LDL-C [mg/dL] 117.79 +26.63 120.07 £ 27.10
Triglicéridos [mg/dL] 125.35 £ 62.74 119.43 +33.47




RESULTADOS MOLECULARES

El analisis molecular se realiz6 de manera dirigida a la bisqueda de la mutacién

T130I del gen HNF-4a, por lo que se empled técnicas genético-moleculares

encaminadas a poner en evidencia dicha variante. El experimento consté de las

siguientes etapas:

1. Extraccién de DNA y comprobacién de su pureza y concentracion.

2. Amplificacion del exén 4 del gen HNF-4a, corroborando la talla del amplicén

(271 pb) sobre un gel de agarosa al 1 % frente a un marcador de peso molecular

de 100 pb.

3. Finalmente, se realiz6 el corte del amplicon mediante el uso de la enzima de

restriccion Sfu I y la verificacion del mismo sobre un gel de agarosa al 3 %,

frente a un marcador de peso molecular de 100 pb.

Las siguientes fotografias muestran la verificacion de la talla del amplicén (Fig.

5.18.) y los RFLPs realizadas a las muestras de estudio. (Fig. 5.19)

300 pb 271 pb
200 pb

100 pb

300 pb
200 pb 271 pb

190 pb
100 pb

81 pb

Fig. 5.18. Fotografia de un gel de
Agarosa al 1 % en TBE 1x, teiiido
con bromuro de etidio. Voltaje =
80 V. Tiempo de corrimiento = 45
minutos. M 100 pb = marcador de
100 pares de bases; CN = control
negativo; CP = control positivo.

Fig. 5.19. Fotografia de un gel
de agarosa al 3 % en TBE 1x,
tetido con bromuro de etidio.
Voltaje = 80 V. Tiempo de
corrimiento = 1 hora.
M100pb: Marcador de 100
pares de bases. CN = Control
Negativo. CP = Control
Positivo.



Al analizar la electroforesis en geles de agarosa al 3 %, las muestras que
presentan la mutacion tendrdn dos bandas mds resultado de la digestion enzimdtica para
el alelo mutante ATT en funcién de su alelo silvestre ACT, determindndose de esta
manera la heterozigocidad para este locus, razén por la cual, no se realizd el
electroferograma que tiene como objetivo confirmar el cambio de base para esta
mutacidn y conocer si la mutacién se manifiesta de forma heterozigota u homozigota.

En lo referente a las diferencias de las mediciones Antropométricas y
Bioquimicas entre el sujeto que presenté la mutacion T1301 y el resto de la poblacidn,

se cita en el siguiente cuadro: (Cuadro 5.3.)

GENOTIPO

T130T T1301
N 1 27
Sexo F N/P
Edad 23 29 +4.86
IMC (Kg/mz) 19.03 23.35+2.5
I1CC 0.74 0.84 +£0.07
[Glucosa] (mg/dL) 69.0 84.0+9.18
[Colesterol] (mg/dL) 181.0 190.0 + 27.56
[HDL-C] (mg/dL) 36.0 44.0 £ 10.35
LDL-C] (mg/dL) 131.0 119.0 +26.78
[Triglicéridos] (mg/dL) 72.0 118.0 £ 49.36
[Insulina] (WUI/mL) 2.0 6.44 +3.78

Cuadro. 5.3. Datos Antropométricos y Bioquimicos del
sujeto que tuvo la mutacion, frente a la media de la
poblacion * D.E. con el alelo silvestre.

Por el hecho de que se encontré tan sélo a un sujeto con la mutacién T130I, no se pudo
realizar un anélisis de significancia en funcién de pruebas paramétricas y de correlacién
tales como la prueba t de student y correlacion de Pearson entre otras; por ello se
presentan las graficas obtenidas a manera de un anélisis comparativo de este estudio, en
funcién de los genotipos encontrados, observandose tendencias tales como el menor
valor para lo que refiere el Indice de Masa Corporal y el Cintura — Cadera, asi como de
Glucosa, LDL-C y Triglicéridos para el Genotipo T130I, con una clara diferencia entre

ellos pero sin representatividad estadistica.



DI1SCUSION

Se ha demostrado mediante estudios genéticos la participacién de factores de
transcripcion en el desarrollo de Diabetes Mellitus tipo 2, tal es el caso del gen HNF-4a,
el cual regula la expresién de genes importantes en células B pancredticas, higado,
rifién e intestino. Es conocido, que la presencia de mutaciones en este gen aumenta el
riesgo de desarrollar Diabetes Mellitus y en algunos casos son desencadenantes directos

de 1a enfermedad. ©”

La evaluacién genético molecular de la mutacién T130I del gen HNF-4a en
poblacion ecuatoriana, representa un estudio pionero al no existir datos de esta indole
sobre dicha poblacidn; a la vez brinda una panordmica mucho mds amplia acerca de la
distribucién de esta mutacién y abre las puertas a la posibilidad de realizar futuras

investigaciones en América Latina.

Se han descrito una serie de variantes génicas para el gen HNF-4a, sin embargo,
la prevalencia de ésta en diversos grupos étnicos es variable. Estudios realizados en
poblacion no diabética han reportado la mutacién T130I con una frecuencia del 5.6 %
en México, 6.6 % en Dinamarca y del 0.8 % en Japon; por otro lado los estudios

realizados en poblacién espaifiola no han encontrado esta mutacién. (36) G7) (39) (40) (41)

El polimorfismo T130I del gen HNF-4a en poblacién mexicana ha sido asociado
con Diabetes Mellitus de aparicién temprana. En Ecuador cerca del 7 % de los
pacientes diabéticos tipo 2 son diagnosticados entre la tercera y cuarta década de vida.
6 Ep el presente estudio se encontré la mutacién T130I del gen HNF-4a con una
frecuencia del 3.6 %. En el estudio participaron mestizos sin diabetes, representativos

de la poblacién ecuatoriana, con un rango de edad entre los 23 y 42 afios.

El hallazgo del polimorfismo T130I del gen HNF-4a y su prevalencia (3.6 %) en

la poblacion mestiza ecuatoriana estudiada a pesar de ser menor a la reportada en



sujetos mestizos sanos mexicanos (5.6 %), indica que estas dos poblaciones, y atin mas,

los pueblos de América latina, comparten una ancestralidad comdn.

El 50 % de los individuos estudiados presentan antecedente familiar de diabetes
que aunado a otros factores como obesidad, estrés y sedentarismo aumentan el riesgo de

desarrollar la enfermedad. 1}

En cuanto a las medidas antropométricas, el 64.8 % de los individuos tuvo un
peso normal y el 20.8 % presento sobrepeso. Para el grado de obesidad intra-abdominal
(expresado por el indice cintura-cadera), que también esta relacionado con el desarrollo
de Diabetes Mellitus, se observé que los hombres tuvieron un mayor indice,
probablemente causado por que en los varones, se acumula mayoritariamente la grasa

a nivel abdominal. ®*

No se obtuvo una relacion significativa tanto en el aumento del IMC como del
ICC en funcién de la edad, sin embargo se observé una tendencia al aumento del IMC
con relaciéon a la edad, lo que puede representar un factor de riesgo al desarrollo
Diabetes Mellitus. ©”

Con respecto al perfil bioquimico de la poblacién, se encontré que ninguno de
los individuos estudiados presenté glicemias superiores a los 100 mg/dL. A pesar de
que no se encontré una asociacioén significativa de la variacién de la glicemia con
respecto a la edad, sin embargo, se observd una tendencia al incremento de la misma
con respecto al tiempo. Esta valoracién es importande de lo que alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos constituyen un factor de riesgo al desarrollo de Diabetes

Mellitus y aumenta la probabilidad de complicaciones derivadas de esta patologia. “2)

Los valores de colesterol total estuvieron dentro de rangos de normalidad con
un promedio de 187.54 + 27.07 mg/dL; cabe aclarar que el 28 % de los sujetos
presentaron valores moderadamente elevados, sin existir una diferencia significativa,
entre género y edad. De igual forma de lo anteriormente descrito para glucosa, el
aumento de los valores séricos de colesterol y triglicéridos estin relacionados
directamente con la dieta, obesidad, inactividad fisica y estrés, lo cual conduce al

desarrollo de Diabetes Mellitus. #®



La fraccion HDL-C, que representa un factor de proteccidon cardiovascular y
coronario, presento valores aceptables, con un promedio de 44.10 + 10.28 mg/dL. No
existi6 diferencia significativa entre género y edad. @9

La fracciéon LDL-C, cuyo incremento es directamente proporcional al riesgo de
aparicion de eventos cardiovasculares no mostré diferencias estadisticamente
significativas en lo referente al género y a la edad, con un valor promedio de 118.93 +
26.39 mg/dL. “9

Los valores plasmadticos de las fracciones de colesterol de alta y baja densidad

muestran una poblacién aparentemente sana y con una dieta equilibrada.

El 10.8 % de la muestra tuvo hipertrigliceridemia. En este caso, las
concentraciones de triglicéridos con respecto a la edad no tuvieron diferencias
significativas, con una media para la poblacién de 122.39 +49.43 mg/dL.

Los niveles de triglicéridos en el género masculino fueron mayores, con un
valor de 145.08 £ 56.18 mg/dL frente a un 102.73 + 33.41 mg/dL del género femenino,
la diferencia fue estadisticamente significativa (P=0.0266), esto pudiera deberse a una
menor actividad fisica sumada a una dieta rica en grasas y carbohidratos de los varones
en comparacion con las mujeres y esta de acuerdo a lo reportado para distintas

poblaciones del mundo. “ ¥

La baja sensibilidad a la insulina y la secrecidn deficiente de la hormona, son
condiciones que representan una mayor probabilidad de desarrollar diabetes tipo 2. Los
niveles de la insulina aumentaron conforme a la edad lo cual podria correlacionarse con

un incremento progresivo a la resistencia de la accidn de la insulina.

En esta investigacion se encontré un individuo que presento la mutacién T130I
del gen HNF-4a de forma heterozigota. Como lo indica el protocolo de investigacidn,
el paso a seguir es realizar un estudio prospectivo del caso indice con la finalidad de
buscar la misma variante alélica en su familia y conocer si existe segregaciéon. Por otro
lado se sugiere, un seguimiento periédico de los pardmetros bioquimicos del caso indice
con el objetivo de detectar el inicio de alteraciones metabdlicas o en su caso de la

enfermedad, ya que probablemente el alelo silvestre pudiera compensar al alelo



mutado, retrasando la aparicion de esta patologia aun cuando no exista un antecedente

familiar de diabetes, @ #7340 @D

El hallazgo de la mutacién T130I en el gen HNF-4a en poblacion ecuatoriana,
ofrece un mayor conocimiento acerca de las diferencias o similitudes en las variantes de
secuencia genéticas en relacion con la Diabetes Mellitus tipo 2 las cuales compartidas
en América Latina. Todo ello con el fin de mejorar la prevencién, prondstico,
diagnéstico y mejorar el tratamiento de la diabetes por parte de los sistemas de salud

€n nuestros pal’ses.






CONCLUSIONES

o Se encontré el polimorfismo T130I del gen HNF-4a en poblacion mestiza
ecuatoriana con una prevalencia del 3.6 % sugiriendo una ancestralidad génica
comun en América Latina.

o La poblacién ecuatoriana presento factores de riesgo al desarrollo de Diabetes
Mellitus por lo cual se sugiere campafas educativas que ayuden a la prevencién

y/o atraso de esta enfermedad.
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ANEXOS

CARTA CONSENTIMIENTO

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO
LABORATORIO DE ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR
UNIDAD DE INVESTIGA CION

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMANDO PARA PARTICIPAR COMO CONTROL
SANO EN EL PROYECTO:

“EVALUACION MOLECULAR DE PACIENTES CON DIABETES MELLITUS DE
INICIO TEMPRANO”

Meéxico D.F. a

A quien corresponda:

Yo, el/la abajo suscrito/a de

Afos de edad, en forma libre y voluntaria acepto participar en el estudio
“Evaluacion Molecular de Pacientes, con Diabetes Mellitus No Insulino
Dependiente” que se llevara a cabo en el Hospital Judrez de México y la Facultad de
Quimica de la UNAM, cuyo objetivo es identificar los genes responsables de la

Diabetes Mellitus No Insulino Dependiente tipo MODY en familias Mexicanas.

Se me ha informado la importancia del estudio, de los motivos, duracién y forma en que
se llevaran a cabo, asi como la manera y condiciones en las que se me tomara la muestra
de sangre, didndome la oportunidad de hacer preguntas sobre el mismo y estando

satisfecho por las informacién y respuestas recibidas acepto participar en el.

Firma del Control Voluntario:

Teléfono:

Direccion:

Firma del Investigador:




CUESTIONARIO DE CONTROLES PARA
DIABETES MELLITUS

Datos Personales:

Nombre:

Edad: Sexo: Ocupacion:

Ciudad/Estado:

Direccion:

Teléfono Celular:

Datos de Laboratorio:

Glucosa (Ayuno): mg/dL. Colesterol: mg/dL. Triglicéridos: mg/dL.

Datos Adicionales:
Peso Actual: Estatura: Cintura: Cadera:

Presion Arterial:

Observaciones:

Toma Alcohol: Toma Refresco: Que Marca:
Fuma: Cirugias: Ejercicio:
Tipo de Ejercicio: Enfermedades Autoinmunes:

Antecedentes Heredo-Familiares:

Padres con DM?

Hermanos con DM?

Abuelos Paternos o Maternos con DM?

Tios, Primos con DM?

Observaciones:




EXTRACCION DE DNA
PROCEDIMIENTO

La técnica se hace en dos partes:

17 Parte

1. Sacar del congelador los tubos con 10 mL de sangre total (de preferencia sélo 5 por

sesién) y permitir que alcancen la temperatura ambiente (la sangre debe estar

totalmente descongelada).

Mezclar suavemente por inversion y colocar en hielo.

Llevar, cada tubo, a un volumen de 35ml con solucidn sacarosa-triton 2X fria.

Llevar a un volumen final de 50ml con agua desionizada y estéril.

Mezclar suavemente por inversion y dejar incubar 10min en hielo (mezclando de

vez en cuando).

Centrifugar a 2000 rpm durante 15min a 4 °C.

Decantar el sobrenadante en un recipiente con hipoclorito de sodio y desechar.

Lavar el botén que queda con 5 ml de solucién sacarosa triton 1X fria.

Centrifugar a 2000 rpm durante 15min a 4 °C.

0. Decantar el sobrenadante en un recipiente con hipoclorito de sodio y desechar. Se
debe ver un pellet rosado, si no lavar nuevamente con sacarosa triton 1X fria. (Si el
botdén no se utiliza inmediatamente, congelar a —70 °C hasta su uso).

11. Agregar 3ml de buffer de lisis nuclear, al pellet, y resuspender con una pipeta

pasteur sellada de la punta.

12. Agregar 216uL de SDS al 10%, mezclar suavemente con la pipeta.

13. Agregar 100uL de Proteinasa K (5mg/ml) y mezclar suavemente con la pipeta.

14. Incubar en Bafio Maria a 37 °C con agitacién suave (25) toda la noche (min. 8 — 10

hrs).
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2" Parte

15. Transferir toda la muestra a tubos cénicos estériles de 15ml.

16. Agregar 1ml de NaCl saturado y agitar vigorosamente (hay formacion de espuma)

17. Centrifugar a 2000rpm durante 15min a 4 °C.

18. Transferir, con mucho cuidado y con micropipeta, el sobrenadante a otro tubo
conico de 15ml (EL SOBRENADANTE ES LO QUE SIRVE).

19. Agregar un volumen 2 veces igual al de la muestra de Etanol al 100% frio.

20. Mezclar suavemente por inversion (Se observa la hebra de DNA).

21. Sacar el DNA precipitado con una pipeta pasteur sellada de la punta.

22. Lavar el DNA precipitado con Etanol al 70%, dentro de un tubo Eppendorf,
moviendo suavemente la pipeta.

23. Dejar secar completamente, a temperatura ambiente, el DNA que estd adherido en la
pipeta pasteur (Con la punta hacia arriba. El DNA seco es transparente).

24. Depositar el DNA en aprox. 200uL de buffer TE en un tubo Eppendorf estéril y
dejar el tubo, con la pipeta dentro, 20min a 37 °C para incorporar la mayor cantidad
posible de DNA.

25. Cuantificar el DNA (Lectura esperada de 1.7-2.0)

“Cuantificacién de DNA.- Hacer una dilucién 1:200 de los 200uL de TE donde estd
contenido el DNA (5 UL muestra + 995uL de agua desionizada). Mezclar en el vortex

1-2 seg. Leer por duplicado a 260 y 280 nm. Las preparaciones puras tienen valores de
1.7-2.0.



a) Determinacion de la Pureza: Se realiza en un Espectrofotometro UV — Visible
a 260 nm para los Acidos Nucleicos y 280 para la mezcla de Acidos Nucleicos y
Proteinas, de la siguiente manera.

Pureza: D.O. 260 nm. (Radio Idéneo: 1.8 —2.0)
D.O. 280 nm.

b) Determinacion de la Concentracion: Se determina la media entre ambas
lecturas, que se hicieron por duplicado. En donde:
1.000 Abs = 50 ng/mL de DNA.
1.000 Abs ~ 40 pg/mL de RNA.
1.000 Abs =~ 20 pg/mL de Oligonucledtidos de Cadena Sencilla.

Concentracién: Promedio de Lecturas a 260 nm x 10 = pg/mL.

En donde:
Factor de Dilucién: 200.
Relacién Abs/ [C] = 1.000 Abs = 50 pg/mL de DNA.
1mL = 1000 pL.

50 pg/mL de DNA x Factor de Dilucién de 200 = 10.000

Ejemplo: A Absorbancia.
260 nm. | 0.115
1 280 nm. | 0.061 Concentracién Promedio:
Muestras Radio 1. | 1.885 11).105 !i) g/mL.Cl -
Procesadas 5 260 nm. | 0.106 ureza Promedio:
por 280 nm. | 0.055 1.906.
Dup]icado_ Radio 2. 1.927

PREPARACION DE REACTIVOS

1. Sacarosa Triton 2X: - Sacarosa 219 gr. (0.64M)
- Tris-Base 2.42 gr. (0.02M)
- MgCl, 2.03 gr. (0.01M)
- Tritén 100X 10mL. (2%)
1. Vaciar todos los reactivos a un vaso de precipitados de 1000 mL y agregar
aproximadamente 800 mL de agua desionizada.
Mezclar en el agitador magnético hasta que se homogenice.
Ajustar el pH a 7.6.
Aforar a 1L.
Filtrar con membrana.
Almacenar a 4 °C.
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. Sacarosa Tritéon 1X: Tomar un volumen de Sacarosa 2X y agregar un volumen
igual de agua desionizada. Mezclar hasta homogenizar. Almacenar a 4 °C.

. Buffer Lisis Nuclear: - Tris-Base 1.21gr. (10mM)
- NaCl; 23.4 gr. (400mM)
- Na;EDTA 0.75gr. 2mM)
1. Vaciar todos los reactivos a un vaso de precipitados de 500 mL y agregar aprox.
300 ml de agua desionizada.

2. Mezclar en el agitador magnético hasta que se homogenice.
3. Aforarar a 500 mL.
4. Esterilizar en autoclave.
5. Almacenar a Temperatura ambiente.
. Proteinasa K 5mg/mL: - Pesar 50mg de la proteinasa. (0.050 g)
- Llevar a 10 mL.
- Mezclar completamente.
- Hacer alicuotas de 500 pL.
- Almacenar a -20 °C.
. NaCl saturado: - Disolver 35grs de NaCl en 100 mL de agua
desionizada.
- Solubilizar 1o més posible. (Queda una capa de sal en
el fondo).

- Almacenar a temperatura ambiente.

. Etanol 70%: Tomar 70 mL del alcohol absoluto (100%) y agregar 30 mL de agua
desionizada. Mezclar hasta homogenizar. Almacenar a 4 °C.

. Buffer TE: - Tomar 1 mL de Tris/HCL 10mM a pH8.0.
- Agregar 200 ul de EDTA 0.5M a pHS.0.
- Aforar a 100 mL.

- Almacenar a temperatura ambiente.

. Tris/HCIl 10mM a pH8.0:- Pesar 30.275g de Tris/HCL

- Disolver con 150ml de agua desionizada.
- Ajustarel pH a 8.0.

- Aforar a 250 mL.

- Esterilizar soluciones.

- Almacenar a temperatura ambiente.



PROTOCOLOS

PROTOCOLO 1: PCR PARA RFLP.

Fecha: . PCR #: .
Gen: . RFLP
Exon: . # de Pares de Bases:

Temperatura de Alineamiento:

#Tubo | DNA | DNA . [ H,0,. | B10X,. | Oligo5’ .. | Oligo3’ .. | dNTPs,;, | DMSO .. | Taq ..
1 C() 1 .0 7.8 w |2 0.5 . 0.5 .. 0.6 .1 0.5 . 0.13 o
2
3
4
5
6
7
8
9
10

PROTOCOLO 2: PCR PARA SscP

Fecha: . PCR #: .
Gen: . SSCP
Exon: . # de Pares de Bases:

Temperatura de Alineamiento:

#Tubo | DNA [ DNA . [ H,0 . [ B10X . [ Oligo5’ .. | Oligo3’ . | dNTPs . | DMSO . | PPNTP [ Taq,.
1 C() | 38 . 0.7 04 . 04 .o 0.4 .o 0.13 .o 0.13 ,» [0.13 o
2
3
4
5
6
7
8
9
10




PROTOCOLO 3: RFLP

Fecha: .PCR #:
Gen: .
Exon: . # de Pares de Bases:
Temperatura de Alineamiento:
Incubar 24 horas a 37 °C.
# Tubo | Amplicén H,0 ., Buffer H Oligo5’ .
1 C(G) 59 . l .o 0.62 ..
2 CH)
3
4
5
6
7
8
9
10

RFLP Sful®
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