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Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es uno de los problemas de salud
publica mas importantes en México. Encontrar marcadores genéticos
que se asocien con la enfermedad en la poblacién permitira la
identificacién temprana de sujetos en riesgo. Se buscé asociacién del
SNP G-2548-A (rs7799039) del promotor del gen de leptina.

Material y métodos: Se realiz6 estudio de casos y controles, con una
muestra de 200 individuos, 100 con DM2 y 100 controles, de cada
grupo el 50% fue obeso con IMC>30kg/m2. Se realiz6 caracterizacion
genotipica para el SNP G-2548-A (rs7799039) mediante PCR en
tiempo real; también se realizdé historia clinica, examen fisico
completo y determinaciéon de glucemia en ayuno, perfil de lipidos,
urea, creatinina, ac. urico e insulina.

Resultados: se detectd diferencia significativa entre grupo control y
de individuos con DM2 para los siguientes antecedentes vy
parametros: edad 48.34(+6.03) vs 55.29(+9.31), acantosis nigricans 2
vs 21%, nefropatia O vs 14%, hipertension arterial 12 vs 47%,
colesterol total 214.2(+33.8) vs198.3(+41.4), HDL 47.7(£9.1) vs
43.9(x11.4), LDL 147.9(¢30.6) vs 161.8(x40.7), triglicéridos
174.9(£59.0) vs 207.5(x125.8), La distribucion genotipica y alélica
para el grupo control fue AG 0.47, GG 0.39, AA 0.14, G 0.62 y A 0.37,
para el grupo de individuos con DM2 fue AG 0.45, GG 0.41 AA 0.14.
G 0.63 y A 0.36. No se encontr6 asociacion significativa de genotipos
ni alelos con DM2, esto incluyendo andlisis para la poblacion total y
para subgrupos segun sexo,

Conclusiones: No se demuestra asociacion del SNP G-2548-A y
DM2 en la poblacion estudiada, Las frecuencias genotipicas del grupo
control fueron los esperados de acuerdo a lo reportado en la literatura
para poblaciones latinas.



Justificacion

La DM2 es uno de los problemas mas importantes de salud publica
en México. Debido a que el nimero de personas con DM2 crece en el
mundo, la enfermedad toma una importancia nunca antes vista en las
politicas de salud. Es la primera causa de muerte en nuestro pais, por
la cronicidad de la enfermedad, la severidad de sus complicaciones y
los medios requeridos para controlarla, es un padecimiento costoso,
por lo que es importante implementar medidas de prevencion
temprana en nuestra poblacion.

El costo de DM2 no solo es financiero ya que tiene gran impacto
sobre la calidad de vida de los pacientes y sus familias.

En el afio 1991, se estimd en nuestro pais un costo directo de la
enfermedad de 330 millones de doélares, y uno indirecto de 100
millones, representd el 15.48% del gasto total destinado a salud y el
0.79% del producto interno bruto. El instituto nacional de salud
publica de nuestro pais estim6é en 2005 que el gasto publico
aproximado destinado a diabetes fue de 320 millones de délares
equivaliendo al 4.7% de gasto publico para la secretaria de salud y
6.5 para IMSS e ISSSTE

En 2004 en el ISSSTE la diabetes mellitus fue la quinta causa de
estancia hospitalaria, equivaliendo a 219 millones de pesos, se
gastaron 40 millones en medicamentos y estudios, 200 millones por
hemodialisis, y se otorgaron 205 mil dias de incapacidad por DM2.

En el territorio nacional, se registra un aproximado de 40 mil
defunciones anuales causadas por diabetes, cada hora se
diagnostican 38 nuevos casos de diabetes.

La Federacion Internacional de Diabetes estima que el incremento de
la enfermedad en México de 1995 a 2025 sera de 200%, sin la
prevencion la epidemia de diabetes continuard en incremento y se
proyecta como una de las principales causas de muerte.

El encontrar marcadores genéticos que asocien con DM2 en la
poblacién mexicana permitira la identificacion de sujetos en riesgo de
manera temprana, evitando o retrasando la aparicion de la
enfermedad mediante el establecimiento de medidas de prevencion
individualizada, que impactaran de manera directa en los programas



de salud, politicas de atencién primaria y disminucion de los costos de
atencion para esta enfermedad.



Objetivos

Objetivo general

Encontrar marcadores de riesgo genético para diabetes mellitus tipo 2
en el promotor de gen de leptina; con la finalidad de identificar
individuos presintomaticos a los cuales se les ofrezcan medidas
preventivas

Objetivos especificos

Caracterizacion clinica y bioquimica de pacientes y controles
Genotipificacion de individuos muestreados.

Analizar frecuencias alélicas y genotipicas del gen estudiado.
Correlacionar el SNP G-2548-A (rs7799039) con diabetes
mellitus tipo 2.

e
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Introduccién

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es un grupo de enfermedades
metabdlicas caracterizadas por hiperglucemia resultante en defectos
en la secrecion y accion de la insulina o ambas. La hiperglucemia
crénica se asocia a dafio, disfuncién y falla de diferentes érganos
especialmente ojos, rifiones, nervios, corazdn y vasos sanguineos (1)

La DM 2 es la forma mas comun de diabetes a nivel mundial, con un
90% de los casos. La epidemia mundial esta creciendo y se espera
gue el nimero de personas con diabetes se incremente del actual
estimado de 285 millones en 2010 a 438 millones en 2030. Por lo
tanto la DM2 se ha convertido en uno de los problemas de salud
publica més importantes (3, 4)

Segun datos de la Federacién Internacional de Diabetes en 2012 a
nivel mundial viven 371 millones de personas con diabetes, esto con
una prevalencia de 8.3% y el 50% aun no son diagnosticados, la
mitad de los diabéticos muere antes de los 60 afios. En la region de
Norteamérica y el Caribe existe un aproximado de 38 millones de
personas con diabetes teniendo una prevalencia de 10.5% en
poblacién adulta de los cuales 29.2% no estan diagnosticados. En
México viven 10.6 millones de personas adultas con diabetes, de esta
manera es el sexto pais con mas enfermos diabéticos en el mundo;
con una prevalencia de 14.99%; ocurren 73 349 muertes
relacionadas con diabetes al afio, genera un gasto promedio de 816
délares americanos por afio para la atencién de cada diabético. Se
estima que para el afio 2030 en México existirdn 16.4 millones de
adultos con diabetes esto con una prevalencia de 17.6%(5)

La patogénesis de la DM 2 es compleja e involucra la interaccion de
factores ambientales y genéticos. Los factores ambientales que
particularmente han demostrado un rol critico para el desarrollo de la
enfermedad son la ingesta calérica excesiva y un estilo de vida
sedentario lo que conlleva al desarrollo de obesidad. La presentacion
clinica también es heterogénea con un amplio rango de edad de
inicio, gravedad de hiperglucemia y grado de obesidad. Desde un
punto de vista fisiopatolégico las personas con DM2 muestran tres
anormalidades criticas:

1. Resistencia a la accién de insulina en tejidos periféricos
particularmente en musculo, tejido adiposo e higado
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2. Defecto en la secrecion de insulina, particularmente en
respuesta al estimulo de la glucosa
3. Produccién incrementada de glucosa por el higado

Recientemente se ha sugerido una lista de anormalidades cardinales
en diabetes que pueden ser explicadas por lipélisis acelerada en
adipocitos, deficiencia o resistencia de hormonas incretinas,
hiperglucagonemia, incremento en la resorcion tubular y el rol de la
regulacion metabdlica por el sistema nervioso central.

La manera precisa de interaccion entre los factores genéticos,
ambientales y fisiopatolégicos para el inicio de DM tipo 2 es
desconocida exceptuando de algunas formas monogénicas.

Desde el punto de vista fisiopatoldégico existe incapacidad de las
células beta pancredticas a adaptarse a la reducciéon en la
sensibilidad a insulina que tendra como consecuencia el inicio de DM
tipo 2. Las causas mas comunes que incrementan la demanda de
secrecion de insulina por las células beta son pubertad, embarazo,
estilo de vida sedentario e incremento de peso secundario a
sobrealimentacion. La predisposicion genética parece ser un factor
critico que determina la frecuencia en la que ocurre falla de célula
beta (2)

El receptor de insulina consiste en dos subnunidades alfa y dos
subunidades beta cataliticamente activas, ligadas por enlaces
disulfuro en complejos heterotetraméricos alfa2-beta2. Cuando la
insulina se une a los dominios alfa se activan los cinasas de tirosina
de las subunidades beta intracelulares. (6) La subunidad beta del
receptor de insulina también ha mostrado participar en la fosforilacién
serina/treonina, que puede disminuir la habilidad del receptor para
autofosforilarse.

La subunidad beta fosforila a su contraparte en residuos tirosina
especificos, que a su vez tienen funciones como la estimulacién de
asociacion intermolecular de moléculas de sefializacion como el --
Sustrato del Receptor de la insulina (IRS), con varias isoformas
(1,2,3,4,etc),

Los IRS actian como proteinas distribuidoras multifuncionales
activadas por la fosforilacion de tirosina (7). Estas poseen mudiltiples
dominios funcionales — incluyendo el dominio con homologia a
pleckstrina (PH), dominio de union a tiroisina fosforilada (PTB) y
dominios SH que interactdan con otras proteinas para mediar eventos
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de sefializacion de insulina. PI3K, que es regulada por la interaccion
de proteinas IRS, es necesaria pero no suficiente para la estimulacion
del trasportador de insulina 4 (GLUT4) mediando incremento en el
trasporte de glucosa en tejidos sensibles a insulina (10). EIl efecto
primario de la insulina es la traslocacion de GLUT4 a la membrana
plasmatica desde la reserva intracelular, principalmente en musculo
esquelético, tejido adiposo y corazén (11).

La leptina es una hormona proteinica que ha sido postulada como
factor de saciedad una vez unida a sus receptores en el
hipotalamo(10). Esta hormona es constituida por 167 aminoacidos
con una secuencia sefial de 21 aminoacidos que se escinde antes de
que la leptina pase por el torrente circulatorio; a un polipéptido de 146
residuos con un peso molecular de 16kD. Pertenece a la familia de
las citocinas, su estructura incluye un paquete de 4 hélices alfa
antiparalelas y tres hélices que conectan al paquete anterior, tiene 4
giros beta y un enlace disulfuro entre los residuos aminoacidos 117 y
167. Presenta muy pocas diferencias interespecies, asi que la leptina
humana presenta una homologia del 84% con la del ratén y de 83%
con la de la rata.(11).

La leptina presenta un ritmo circadiano relacionado, entre otros, con
la pauta de ingesta, aumentando a lo largo del dia en humanos
(habitos  diurnos) y disminuyendo en roedores (habitos
noctunrnos)(12). Su secrecion es pulsétil y esta regulada por insulina
y otras hormonas (13). Se produce y secreta por tejido adiposo, sus
concentraciones séricas reflejan la cantidad del mismo, destaca su
capacidad para regular el apetito y el gasto energético via sistema
nervioso central al interactuar con neurotransmisores especificos via
serotonina, noradrenalina, dopamina, colecistocinina y neuropéptido
Y, entre otros, a través de los cuales es capaz de modular los centros
nerviosos de saciedad y apetito localizados en los nucleos
paraventriculares y mediales del hipotalamo(11).

En los humanos los niveles de leptina incrementan conforme
incrementa el tejido adiposo, se encuentran elevados en la mayoria
de los obesos, sugiriendo que su funcionamiento inadecuado se debe
a fendmenos de resistencia a su accion fisiolégica, por lo que se ha
postulado el concepto de resistencia a la leptina (14,15).

Los niveles séricos de leptina oscilan entre 1-15ng/mL en personas
con normopeso, en individuos con indice de masa corporal >30 se
pueden encontrar valores de 30ng/mL o incluso superiores. El
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aclaramiento de la leptina es rapido, con una vida media de 25
minutos en el caso de la endégena y de 90 minutos para la exdgena,
la eliminacién se produce en gran parte a nivel renal (16).

Una vez secretada al torrente circulatorio, la leptina circula
parcialmente unida a proteinas plasmaticas, debe llegar a su 6rgano
blanco, se reconocida por receptores proteinicos en la superficie de
la membrana plasmatica, Se han detectado receptores de Leptina
(Ob-R) en casi todos los tejidos y se han encontrado varias isoformas
dependiendo del érgano blanco. EL receptor mas largo un polipéptido
de alrededor de mil aminoacidos insertado en la membrana celular
con dominios extracelular, transmembranal e intracelular, lo que
indica una posible funcion de transduccion de la sefial al interior de la
célula. Este receptor es abundante en hipotalamo, region de gran
importancia en la regulacién del peso corporal. Un receptor de menor
talla para la leptina ya que carece del dominio intracelular se localiza
en hipotalamo y otros tejidos como pulmones, rifiones y cerebro,
existe otro receptor aln mas pequefio que carece de dominios
transmembranal e intracelular y probablemente su funcion es
transportar leptina en plasma. Las isoformas Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc,
Ob-Rd y Ob-Rf presentan dominios transmembrana, aunque
solamente el receptor Ob-Rb, que es la isoforma més larga, contiene
una regiéon Box 2 que permite la activacion de la Janus Kinasa (JAK).
Segun se ha descrito, una vez que la leptina se une al receptor Ob,
éste se dimeriza y se puede unir a estas proteinas JAK que, a su vez,
fosforilan residuos de tirosina que seran, entonces reconocidos por
las proteinas STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription)
citosdlicas que se unen a estos residuos de tirosina fosforilados. Por
su parte, las proteinas Janus Kinasa fosforilan a estas proteinas
formandose dimeros de proteinas STAT que son capaces de activar
la transcripcion de determinados genes diana en el nacleo celular (17-
19).

La leptina se encarga de la regulacién del balance energético: control
del apetito y consecuentemente del peso corporal. Actia a nivel de
sistema nervioso central inhibiendo la produccién de neuropéptidos
hipotaldmicos, que incluyen el neuropéptido Y, el mas potente factor
estimulante del apetito conocido; la hormona estimulante de los
melanocitos (aMSH), el péptido Agouti Related (AgRP), la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) o la colecistoquinina (CCK) entre
otros (20).
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En un principio se observé que la administracion de leptina a ratones
ob/ob ocasiona una disminucién del peso corporal, de la temperatura
corporal asi como de la ingesta. A nivel del metabolismo de la
glucosa, la administracion de leptina exdégena normaliza la
hiperglucemia y la hiperinsulinemia observada en los modelos
animales de obesidad genética. Entre los mecanismo implicados, la
leptina inhibe la secrecién de insulina por las células b-pancreaticas,
estimula la utilizacion de glucosa, particularmente mediante la
captacion desde el musculo esquelético y promueve el transporte de
glucosa a través del intestino delgado. Sobre el metabolismo lipidico,
estimula la lipdlisis en el adipocito, tanto in vivo como in vitro, provoca
una modificacién del reparto lipidico en el tejido muscular, estimula la
termogénesis en el tejido adiposo marrén y es capaz de aumentar la
sintesis de acidos grasos en el higado (12, 18, 20, 21).

La obesidad es el principal factor ambiental que desencadena DM2.
Numerosos estudios corroboran la participacién genética en el control
del comportamiento de ingesta alimentaria y el gasto de energia. (20)

La justificacion de que factores genéticos tienen una carga importante
en el desarrollo de DM2 esta apoyada por la mayor incidencia de la
enfermedad en algunas familias, mayor prevalencia en diversos
grupos étnicos y alta concordancia de incidencia en gemelos
monocigotos.

Para entender el papel de los genes que contribuyen en el desarrollo
de diabetes se han estudiado aquellos que codifican para las
proteinas que participan en la incorporacion y el metabolismo de la
glucosa. Se han seguido tres estrategias para identificar genes
responsables de DM2: clonaciéon posicional, genes candidatos y
expresion diferencial de genes. En el estudio de genes candidatos se
analizan la frecuencia de polimorfismos de diversos genes que
codifican para proteinas involucradas en la regulacion de la glucosa y
se compara en grupos de personas sanas Yy diabéticos.

Se ha demostrado la presencia de la asociacién de leptina con
diabetes, y con el metabolismo de glucosa e insulina (22,23).

Mammes sugirié que las mutaciones en el promotor de la leptina (21)
0 en los sitios reguladores podrian afectar la expresién de la proteina
y descubrié que existe un polimorfismo G/A en el locus 2548 en el
promotor del gen, que se relaciona con niveles de leptina sérica en
poblaciones occidentales (24).
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Li encontré6 asociacion significativa con obesidad extrema en
poblacion caucésica y afroamericana (53).

Mammes, en el 2000 asociacién significativa con obesidad no
morbida y resistencia a la insulina en hombres caucasicos (15); Le
Stunff en el 2000 encontrd asociacién significativa con obesidad; Ren
Wei y Cols. describieron la asociacion de este polimorfismo con
diabetes mellitus en una poblacién china (25). Y finalmente Tsu-Nai
Wang describié asociacion con obesidad extrema en aborigenes
Taiwaneses (26).
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Material y métodos

Se realiz6 un estudio de casos y controles, con un total de 200
individuos participantes distribuidos en los siguientes: grupo problema
con sujetos con diagnostico de DM2 50 y sujetos con diagnéstico de
DM2 sin obesidad 50; grupo control con sujetos sin diagnéstico de
DM2 ni obesidad 50 y sujetos con obesidad sin diagndstico de DM2
50.

El reclutamiento de individuos se realizé en los servicios consulta
externa de medicina interna y endocrinologia, hospitalizacion
medicina interna del Hospital Regional Lic. Adolfo Lépez Mateos,
consulta externa de unidades de medicina familiar del ISSSTE y en
CLIDDA (Clinica de deteccion y diagnéstico automatizado) ISSSTE,
también fue incluida poblacién no derechohabiente al ISSSTE tolo lo
anterior en ciudad de México.

Los criterios de inclusién fueron: 1. Grupo de problema: hombres o
mujeres mayores de 30 afios, diagnéstico de DM2 con obesidad
(indice de masa corporal >30) y diagnostico de DM2 sin obesidad
(indice de masa corporal <30): 2. Grupo control: Hombres o mujeres
mayores de 30 afos, sin diagndstico de DM2 con obesidad (indice de
masa corporal >30) o sin diagndstico de DM2 sin obesidad (indice de
masa corporal <30).

Fueron excluidos los individuos que:

1 No contaron con historia clinica completa, antropometria, resultados
de glucosa plasmatica en ayuno y perfil de lipidos; 2.Presentar
diabetes mellitus tipo 1, gestacional u otro tipo de diabetes diferente a
DM2; 3. Que no acepten participar en el estudio

Se solicité firma de consentimiento informado a los sujetos de estudio,
se realiz6 historia clinica endocrinoldégica con énfasis en
antecedentes familiares de DM2, examen fisico que incluyd medicion
de la presion arterial, peso, talla, relacién de diametros de cintura
cadera, indice de masa corporal (obtenido de dividir el peso en
kilogramos entre el cuadrado de la estatura en metros).

A los pacientes se les tomd una Unica muestra de sangre de 5cc
posterior a 12 horas de ayuno, con la cual se determiné la glucemia,
colesterol total, colesterol de alta densidad, triglicéridos. La
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determinacion de colesterol de baja densidad se obtuvo de a partir de
la formula de Friedwald.

Con la misma muestra sanguinea se obtuvo ADN genémico mediante
un kit comercial (Qiagen® Flexigene Kit) EI ADN fue cuantificado
mediante un kit comercial (Picogreen® DSDNA Quantitation Kit).
Posteriormente fue utilizado para ensayos de genotipificacion.

El sistema TagMan® se basa en la actividad de la exonucleasa 5-3’
de la Tag ADN polimerasa, que da lugar al rompimiento de las sondas
marcadas con fluorescencia durante la reaccién de PCR, midiéndose
posteriormente la intensidad de la fluorescencia, La sonda TagMan®
se alinea entre los dos oligonucleotidos lo cual permite la alineacion
de la sonda antes de los oligonucleétidos, esto evita un producto de
PCR sin emision de la sefial fluorescente, y por lo tanto permite la
deteccion del producto. Las sondas TagMan® tienen dos moléculas
fluorescentes, una actia como molécula reportera de los alelos
mutantes (6-carboxiflouresceina, FAM) y otra (VIC) es reportera de
los alelos silvestres. Ambas tienen asociada una segunda molécula
denominada apagadora, por lo que se mantiene su espectro de
emisiéon apagado, debido a la proximidad espacial tanto de FAM
como de VIC, de tal manera que la fluorescencia total es igual a cero.
La degradacién de la sonda TagMan® por la ADN polimerasa
liberada de la molécula reportera, la cual al estar espacialmente
alejada de la molécula apagadora origina un aumento de
fluorescencia, mismo que se incrementa cada vez que la sonda es
degradada; asi, el incremento en la intensidad de emision de
fluorescencia esta en relacion directa con la aparicion del producto
amplificado.

La técnica de PCR en tiempo real fue realizada por un equipo 7500
marca Applied Biosystems con el sistema TagMan® Universal Master
Mix. Las reacciones se llevaron a cabo utilizando 12.5ug de TagMan®
Universal Master Mix que incluye la enzima AmpliTaqg Golden DNA
plomerase, AmpErase UNG, dNTPs con dUTP, una molécula
fluorescente como referencia pasiva, 0.625ul de la mescla de
oligonucleétidos y sondas TagMan, con una concentracion 36uM y
8uM, respectivamente y aproximadamente 20 ug de DNA gendmico.
El volumen de la reaccion se completd a 25yl con agua. Las
condiciones utilizadas en el termociclador fueron las siguientes: 50°C
durante 2 min, seguido de 95° durante 10 min y 40 ciclos de : 95°C
por 15s y 60°C por 1min, Al final de la reaccion se realizd la
discriminacion alélica
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El andlisis estadistico del estudio de casos y controles fue: Las
variables continuas se analizaron mediante la prueba de t de
“Student” y las discontinuas por X2 en el programa estadistico SPSS
15.0. El riesgo relativo se calculé mediante razén de momios con un
intervalo de confianza de 95% y una p <0.05. Las comparaciones de
los genotipos para los patrones de herencia y con las variables
clinicas y antropométricas se realizaron utilizando regresién logistica.
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Resultados

Caracteristicas de la poblacion

Se incluyeron 200 individuos: 100 (50%) casos (diabéticos), 100
(50%) controles (no diabéticos). Para cada uno de estos grupos 50%
hombres y 50% mujeres.

Edad

El promedio de edad fue de 48.34 (+6.03) afios para controles y
55.29 (£9.31) para casos mostrando diferencia significativa

Tabaguismo

Dentro de los hébitos deletéreos de los individuos se interrogo si el
paciente presentaba tabaquismo positivo activo, los resultados
reportaron que en la poblacién total estudiada, 25% del grupo control
y 25% del grupo casos fuman activamente, lo cual no presenta
diferencia significativa.

indice de masa corporal (IMC)

La determinacion del IMC nos permite evaluar en base a la medicién
del peso y la talla, los kilogramos por metro cuadrado de superficie
corporal del paciente, y consecuentemente su estado nutricional
utilizando los siguientes parametros: 20-25: peso normal, 25.1-30:
sobrepeso; 30.1-35: obesidad grado 1, 35-1-40: obesidad grado 2 y >
de 40: obesidad grado 3 o moérbida.

La condicién de obesidad se present6é en 50% de ambos grupos
controles y casos, sin diferencia significativa por sexo

En nuestra poblacién observamos que no existe una diferencia
significativa entre los controles y los casos, el grupo de control
presenté un IMC de 30.19 (30.2 en hombres y 30.1 en mujeres), en
comparacion con los casos que en promedio presentaron un IMC de
30.22 (29.8 en hombre y 30.5 en mujeres).

Cardiopatia isquémica

Solo se presentd un individuo con antecedente de cardiopatia
isquemia en grupo control y otro en grupo caso por lo que no existe
diferencia significativa

Evento vascular cerebral
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Se encuentra antecédete de evento vascular cerebral en solo dos
individuos del grupo de casos sin encontrar diferencia significativa con
el grupo control

Acantosis nigricans

El signo clinico de acantosis nigricans que ha sido descrito como una
manifestacion clinica de resistencia a la insulina fue encontrado en
21% de individuos del grupo de casos y 2% del grupo control, con
esto una diferencia significativa

Tratamiento con insulina

Este antecedente fue reportado solo en 41% de los individuos del
grupo de casos

Hipertension arterial sistémica

12% del grupo de casos y 47% del grupo control presentaron
antecédete de hipertension arterial sistémica y con esto diferencia
significativa

Dislipidemia

La dislipidemia definida como triglicéridos séricos mayores a
150mg/dL o colesterol total mayor a 200mg/dL, o la ausencia de tal
condicién con tratamiento farmacolégico hipolipemiante, se present6

en 96% de los controles y 86% de los casos con diferencia
significativa.

El tratamiento famacolégico hipolipemiante se presenté en 10% de
los controles y 32% de los casos con diferencia significativa
Nefropatia

El 14% de los casos refirieron padecer nefropatia mientras no se
present6 tal antecedente en controles, por lo que existe diferencia
significativa. 2% recibi6 tratamiento de sustitucién renal sin que esto
representara diferencia estadisticamente significativa

Glucosa sérica

El promedio de glucosa sérica fue 124.4mg/dL para grupo de casos y
98.3mg/dL para grupo de controles, con diferencia significativa
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Triglicéridos

Los triglicéridos presentaron promedio de 207.5mg/dL para grupo de
casos y 174.9mg/dL para grupo de controles, con diferencia
significativa

Colesterol total

Se presentd colesterol total promedio de 198.3mg/dL para grupo de
casos y 214.2mg/dL para grupo de controles, con diferencia
significativa

Lipoproteinas de alta densidad (HDL) y lipoproteinas de baja
densidad (LDL)

Los HDL presentaron promedio de 43.9mg/dL para grupo de casos y
47.7mg/dL para grupo de controles, con diferencia significativa; este
parametro solo fue procesado para 61% de los casos y 98% de los
controles. La determinacién de LDL se realiz6 mediante la siguiente
formula, LDL = colesterol total — (triglicéridos/5) - (HDL),
considerandose valida si los triglicéridos son < 400, el LDL fue
estimado para 56% de los casos y 98% de los controles, teniendo
promedio de 161.8 mg/dL para los casos y 147.9mg/dL para los
controles con diferencia significativa.

Insulina

La insulina sérica obtuvo un promedio de 9.1mU/mL para grupo de
casos y 9.6mU/mL para grupo de controles, sin diferencia
significativa; este parametro solo fue procesado para 54% de los
casos y 72% de los controles

Nintrégeno ureico sanguineo (BUN) y creatinina

La determinacion de BUN y creatinina se realizé en 66% de grupo de
casos y 100% de grupo control, los promedios de BUN son 145 y
17.0mg/dL y para creatinina 0.82 y 0.88mg/dL para los grupos de
controles y casos respectivamente, no se encontré diferencia
significativa

Acido Urico

Los promedios de &cido Urico fueron 5.7 y 5.4mg/dL para grupo

controles y casos, sin diferencia significativa. Este parametro fue
reportado en 98% y 29% de controles y casos.
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Caracteristicas de la poblacion total (200)

. controles
Variable (100) casos (100) P
Edad 48.34 (+6.03) | 55.29 (+9.31) <0.05
Sexo masculino 50% 50% 1.0
Tabaquismo 25 % 25% 1.0
Obesidad 50% 50% 1.0
IMC (kg/m?) 30.19 (+5.04) | 30.22 (+6.41) 0.978
Cariopatia isquémica 1% 1% 1.0
Evento vascular 0% 204 0.155
cerebral
Acantosis nigricans 2% 21% <0.001
I—!lpgrtensmn arterial 12% 47% <0.001
sistémica
Dislipidemia 96% 86% 0.013
Tratamiento
farmacoldgico 10% 32% <0.001
hipolipemiante
Nefropatia 0% 14% <0.001
Tratamiento 0% 2% 0.155
sustitutivo renal

124.42

Glucosa (mg/dL) 98.3 (¥9.7) (+49.70) <0.001
Triglicéridos (mg/dL) 174.9(£59.0) | 207.5(x125.8) 0.02
Colesterol total
(mg/dL) 214.2(+33.8) 198.3(+41.4) 0.003
HDL (mg/dL) 47.7(x9.1) 43.9(x11.4) 0.019




23

LDL (mg/dL) 147.9(x£30.6) 161.8(+40.7) 0.018
Insulina (mU/mL) 9.6(x5.2) 9.1(%5.9) 0.68
BUN (mg/dL) 14.5(+3.4) 17.0(x9.1) 0.012
Creatinina (mg/dL) 0.82(z0.16) 0.88(x0.45) 0.23
Ac. Urico (mg/dL) 5.7(x1.5) 5.4(¢1.5) 0.24
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Distribucién genotipicay frecuencias alélicas
Grupo Control

En la distribucion genotipica del grupo control, el heterocigoto AG
(0.47) fue el mas frecuente, seguido por el homocigoto GG (0.39) y el
menos frecuente fue el homocigoto AA (0.14). Con respecto a la
frecuencia del alelo G -2548 en el promotor del gen de la leptina fue
del 0.62 y para el alelo A fue de 0.37, por lo que en nuestra poblacion
el alelo G es el silvestre y el A el polimérfico.

Distribucién genotipica y frecuencias alélicas en grupo control del
SNP G-2548-A en el promotor del gen de leptina

Genotipo Frecuencia Total | Alelo Frecuencia Total
GG 0.39 39 G 0.625 125
AG 0.47 47 A 0.375 75
AA 0.14 14

TOTAL 100 200

Para determinar si el SNP G-2548 A del promotor del gen de la
leptina se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg se utilizaron las
frecuencias alélicas del grupo control, descritas previamente, que
fueron para el alelo G de 0.625 y para el alelo A 0.375. La distribucién
genotipica de la poblacion no fue diferente a la distribucion esperada
Es decir, el SNP G-2548 A en esta poblacién se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Equilibrio de Hardy-Weinberg

Genotipos Observadas Esperadas
GG 39 39
AG 47 47
AA 14 14
TOTAL 100 100

Grupo de casos

En la distribucién genotipica del grupo de pacientes con DM2, el
heterocigoto AG (0.45) fue el mas frecuente, seguido por el
homocigoto GG (0.41) y el menos frecuente fue el homocigoto AA
(0.14). Con respecto a la frecuencia del alelo G -2548 en el promotor
del gen de la leptina fue del 0.63 y para el alelo A fue de 0.36.

Distribucién genotipica y frecuencias alélicas en pacientes con DM2
del SNP G-2548-A en el promotor del gen de leptina

Genotipo Frecuencia Total | Alelo Frecuencia Total
GG 0.41 41 G 0.63 127
AG 0.45 45 A 0.36 73
AA 0.14 14

TOTAL 100 200

Poblacién total

En la distribucidon genotipica de poblacion total, el heterocigoto AG
(0.46) fue el mas frecuente, seguido por el homocigoto GG (0.40) y el
menos frecuente fue el homocigoto AA (0.14). Con respecto a la
frecuencia del alelo G -2548 en el promotor del gen de la leptina fue
del 0.63 y para el alelo A fue de 0.37.
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Distribucién genotipica y frecuencias alélicas en poblacion total del
SNP G-2548-A en el promotor del gen de leptina

Genotipo | Frecuencia | Total Alelo Frecuencia Total
GG 0.40 80 G 0.37 148
AG 0.46 92 A 0.63 252
AA 0.14 28

TOTAL 1.00 200 400

Andlisis comparativo entre frecuencias de alelos y distribucion
genotipicas entre casos y controles

Cuando se realiz6 el andlisis comparativo entre las frecuencias
alélicas del SNP G-2548-A del promotor del gen de la leptina existio
diferencia entre los pacientes con DM 2 y los controles, observandose
que la frecuencia del alelo A presenta una frecuencia de 0.36 en
individuos con DM2 y de 0.37 en controles, mientras que la
frecuencia del alelo alelo G es (0.53 vs. 0.62), sin embargo esta
diferencia no fue significativa. No se observd asociacién del alelo A
con DM2 (OR 0.96 IC 0.63-1.47 p= 0.83) ni tampoco asociacion del
alelo G con proteccién en sujetos control (OR 1.04 IC 0.68-1.60
p=0.83).

Frecuencias alélicas del SNP G-2548-A en el promotor del gen de
leptina en pacientes con DM2 y controles

Grupo Frecuencias Alélicas
G A
Casos (100) 127 (0.635) 73 (0.365)
Controles (100) 125 (0.625) 75 (0.375)

OR 1.04 IC 0.68-1.60 p=0.83
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Frecuencias alélicas del SNP G-2548-A en el promotor del gen de
leptina en pacientes con DM2 y controles

Grupo Frecuencias Alélicas
A G
Casos (100) 73 (0.365) 127 (0.635)
Controles (100) 75 (0.375) 125 (0.625)

OR 0.96 IC 0.63-1.47 p=0.83

Distribuciéon de genotipos del SNP G-2548-A en el promotor del
gen de leptina en individuos con DM2 y controles

En cuanto a las distribuciones genotipicas; el homocigoto G present6
un porcentaje de aparicion mayor en los casos que en controles (41%
vs. 39%), sin embargo la diferencia no es significativa y el porcentaje
de homocigotos A no mostro diferencia en porcentaje entre los grupos
(14% en ambos).

Distribucién de genotipos del SNP G-2548-A en el promotor del gen
de leptina en individuos con DM2 y controles
Sitio Genotino Controles Casos
P n=100 N=100
GG 39 41
-2548 GA 47 45
AA 14 14

Frecuencias alélicas del SNP G-2548-A en el promotor del gen de
leptina en pacientes con diabetes y controles hombres

Los resultados por género en los hombres, las frecuencias alélicas
indicaron una mayor frecuencia del alelo G en los casos y una mayor
frecuencia del alelo A en los controles.
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Frecuencias alélicas del SNP G-2548-A en el promotor del gen de
leptina en pacientes con diabetes y controles hombres

Hombres (100) G A
Casos (50) 65 (0.65) 35 (0.35)
Controles (50) 58 (0.58) 42 (0.42)

OR 1.34

IC 0.73-2.48 p=0.31

Frecuencias alélicas del SNP G-2548-A en el promotor del gen de
leptina en pacientes con diabetes y controles hombres

Hombres (100) A G
Casos (50) 35 (0.35) 65 (0.65)
Controles (50) 42 (0.42) 58 (0.58)

OR 0.74

IC 0.40-1.37 p= 0.31

Frecuencias alélicas del SNP G-2548-A en el promotor del gen de
leptina en pacientes con diabetes y controles mujeres

Los resultados indican, a diferencia de los hombres, mayor frecuencia
de alelo G en controles y mayor frecuencia de alelo A en casos. No
hay diferencias significativas

Frecuencias alélicas del SNP G-2548-A en el promotor del gen de
leptina en pacientes con diabetes y controles mujeres

Hombres (100) G A
Casos (50) 62 (0.62) 38 (0.38)
Controles (50) 67 (0.67) 33(0.33)

OR 0.80

IC 0.43-1.50 p=0.46
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Frecuencias alélicas del SNP G-2548-A en el promotor del gen de
leptina en pacientes con diabetes y controles mujeres

Hombres (100) A G
Casos (50) 38 (0.38) 62 (0.62)
Controles (50) 33(0.33) 67 (0.67)

OR 1.24

IC 0.67-2.32 p=0.46

Distribuciones genotipicas del SNP G-2548-A en el promotor del
gen de leptina en hombres

Al analizar las distribuciones genotipicas en

los hombres, se

evidencia un aumento en la proporcién del genotipo homocigoto G en
los controles (40% vs. 34%) asi como un aumento en la frecuencia
del genotipo homocigoto A en los casos (18% vs. 10%).

Distribuciones genotipicas del SNP G-2548-A en el promotor del gen
de leptina en hombres

Hombres GG AG AA
Casos (50) 17 (34%) 24 (48%) 9(18%)
Controles (50) 20(40%) 25(50%) 5(10%)
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OR en diferentes alelos del SNP G-2548-A en el promotor del gen de

le

ptina

Comparacion de alelos en

poblacién total OR IC P

Gvs. A 1.04 0.68-1.60 0.83

Avs. G 0.96 0.63-147 0.83
Comparacioén de alelos en

hombres

Gvs. A 1.34 0.73-2.48 0.31

Avs. G 0.74 0.40-1.37 0.31
Comparacién de alelos en

mujeres

Gvs. A 0.80 0.43-1.50 0.46

Avs. G 1.24 0.67-2.32 0.46
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Distribuciones genotipicas del SNP G-2548-A en el promotor del
gen de leptina en mujeres

En mujeres a diferencia de los hombres, presentaron aumento en la
proporcién del genotipo homocigoto G en los casos (44% vs. 42%) asi
como un aumento en la frecuencia del genotipo homocigoto A en los
controles (18% vs. 10%).

Distribuciones genotipicas del SNP G-2548-A en el promotor del gen
de leptina en mujeres

Mujeres GG AG AA
Casos (50) 22 (44%) 23 (46%) 5(10%)
Controles (50) 21(42%) 20(40%) 9(18%)

Comparacion de frecuencias genotipicas dominantes con
recesivas

Al comparar en toda la poblacion estudiada frecuencias genotipicas
recesivas vs. dominantes, (GG vs. GA/AA y AA vs GA/GG), no se
corrobora asociacion.

Comparacién de frecuencias genotipicas dominantes con recesivas

Frecuencia
genotipica GG AG/AA
dominante
Casos (100) 41 59
Controles (100) 39 61
Total (200) 80 120

OR 1.09 IC 0.59-1-99 p=0.77
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Comparacion de frecuencias genotipicas dominantes con recesivas
Frecuencia
genotipica AA AG/GG
dominante
Casos (100) 14 86
Controles (100) 14 86
Total (200) 28 172
OR 1.0 1C0.42-2.38 p=1.0

Comparacion de frecuencias genotipicas dominantes con
recesivas en hombres

Al comparar en la poblacién masculina las frecuencias genotipicas
recesivas vs. dominantes, (GG vs. GA/AA y AA vs GA/GG), no se
corrobora pero se observa tendencia a asociacion del alelo G con
enfermedad ni del alelo A con proteccion.

Comparacioén de frecuencias genotipicas dominantes con recesivas

en hombres
Frecuencia GG AG/AA
genotipica dominante
Casos (50) 20 30
Controles (50) 17 33
Total (100) 37 63

OR 1.29 IC0.53-3.17 p=0.53
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Comparacion de frecuencias genotipicas dominantes con recesivas

en hombres
Ifrgcuenmg AA AG/GG
genotipica dominante
Casos (50) 5 45
Controles (50) 9 41
Total (100) 14 86

OR0.51 1C0.13-1.84 p=0.25

Comparacion de frecuencias genotipicas dominantes con
recesivas en mujeres

Al comparar en la poblacién femenina las frecuencias genotipicas
recesivas vs. dominantes, (GG vs. GA/AA y AA vs GA/GG), no se
corrobora pero se observa tendencia a asociaciéon del alelo G con
enfermedad ni del alelo A con proteccion.

Comparacioén de frecuencias genotipicas dominantes con recesivas

en mujeres
Frecuencia
genotipica GG AG/AA
dominante
Casos (50) 21 29
Controles (50) 22 28
Total (100) 43 57

OR 0.92 IC 0.39-2.2 p=0.84
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Comparacion de frecuencias genotipicas dominantes con recesivas

en mujeres
Frecuencia AA AGIGG
genotipica dominante
Casos (50) 9 41
Controles (50) 5 45
Total (100) 14 86

OR 1.98

IC 0.54-7.48 p=0.25

OR en diferentes genotipos del SNP G-2548-A en el promotor del gen
de leptina

Comparacién de genotipos en

toda la poblacion OR IC P
GG vs. GA/AA 1.09 0.59-1.99 0.77
AA vs. GA/IGG 1.0 0.42-2.38 1.0
Comparacién de genotipos en
hombres
GG vs. GA/AA 1.29 0.53-3.17 0.53
AA vs. GA/IGG 0.51 0.13-1.84 0.25
Comparacién de genotipos en
mujeres
GG vs. GA/AA 0.92 0.39-2.2 0.84
AA vs. GA/IGG 1.98 0.54-7.48 0.25
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Frecuencias alélicas y distribuciones genotipicas del SNP G-
2548-A en el promotor del gen de leptina en nuestra poblacién
comparada con otras poblaciones

En el siguiente cuadro se muestran las distribuciones alélicas y
genotipicas reportadas en distintas poblaciones y comparadas con la
que se estudia en el presente documento. Los datos fueron obtenidos
de HapMap

Frecuencias alélicas y distribuciones genotipicas del SNP G-2548-A
en el promotor del gen de leptina en nuestra poblacién comparada
con otras poblaciones

Poblacion Genotipo | Frecuencia | Frecuencia | Frecuencia
de alelo G de alelo A

Mexicana GG 0.39 (39)

(100) AG 0.47 (47) 0.625 0.375
AA 0.14 (14)

MEX-AMER GG 0.397 (23)

(58) AG 0.466(27) 0.629 0.371
AA 0.138 (8)

MASAI (152) GG 0.743
AG (113) 0.872 0.128
AA 0.257(39)

0

CHINOS GG 0.044 (6)

(237) AG 0.314 (43) 0.201 0.799
AA 0.642 (88)

JAPONESES GG 0.027 (3)

(113) AG 0.398(45) 0.226 0.774
AA 0.575(65)

ITALIANOS GG 0.245 (25)

(102) AG 0.52(53) 0.505 0.495
AA 0.235 (24)
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Grafica de distribucion genotipica en diferentes poblaciones
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Discusion

Los grupos control y de individuos con diabetes mediante el disefio
del estudio fuero iguales en composiciobn por sexo y por el
antecedentes de obesidad (los promedios de IMC no tienen
diferencia significativa).

No se encuentra diferencia significativa en cuanto a antecedentes de
tabaquismo, cardiopatia isquémica, evento vascular cerebral y
dislipidemia. Como parte de las complicaciones crénicas de diabetes
se documento6 antecedente de nefropatia en 14% de los diabéticos y
en ningun control.

Para dislipidemia se encontré una alta prevalencia en la en ambos
grupos control 'y casos (0.96, 0.86). Se observdG mayor
hipoertrigliceridemia promedio en diabéticos 174.9 vs 207.4mg/dL,
esto se relaciona con peores niveles glucémicos del grupo de casos
98.3 (#9.7) vs 124.42 (x49.70)mg/dL; En cuanto al colesterol
promedio se encontré mayor elevacion en grupo control 214.2(+33.8)
vs 198.3(x41.4)mg/dL esto pudiendo ser explicado porque los
diabéticos reciben con mayor frecuencia tratamiento farmacoldgico
hipolipemiante 10% vs 32%, el perfil de lipidos observado fue mas
aterogénico en diabéticos por mayor LDL 147 vs 161mg/dL y menor
HDL 47.7 vs 43.9mg/dL, esto ultimos consistente con la los cambios
esperados en perfil de lipidos del diabético. Todo lo anterior con
diferencias significativas.

La frecuencia alélica y geotipica de los controles es la esperada en
relacion a la reportada en el grupo de mexico-americanos en
HapMap.

No fue posible establecer asociacion significativa entre genotipos o
alelos con el desarrollo de diabetes ni en poblacién total ni al
analizarlos por sexo, mas aln contrario a lo descrito en la literatura el
Alelo A presenté mayor frecuencia en grupo de controles con
excepcion del subgrupo femenino.

El presente trabajo se realiza como estudio piloto dentro de un
proyecto con una muestra objetivo de 1600, los resultados es posible
que sean resultado de un epifenémeno y al incrementar la muestra
presenten significancia estadistica.
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Ya que el grupo de individuos con diabetes presenta mayor edad, es
posible que individuos controles al alcanzar la edad promedio de los
casos desarrollen DM, por lo que sera importante parear por edad a
grupos en futuros estudios.

La asociacion entre el SNP G2538A y trastornos en el metabolismo
de glucosa o diabetes ha sido descrita en poblaciones no latinas por
lo cual es importante corroborar tal fendmeno en latinos y
especialmente mexicana.
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Conclusiones

La distribucién alélica y genotipica de la poblacion estudiada
es la esperada de acuerdo a la reportada para latinos.

El presente trabajo no demuestra asociacion significativa
entre genotipos o alelos estudiados y la condicion de
diabetes, existe mayor frecuencia de alelo A en controles
contrario a lo reportado en otros estudios.

Nuestra poblacion tiene asociado a diabetes trastornos de
perfil de lipidos aterogénicos y pocos reciben tratamiento
farmacolégico.
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