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1. RESUMEN

Antecedentes. La asociacién mas fuerte conocida entre susceptibilidad genética y Diabetes Mellitus
2 (DM2) la representan dos polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) del gen TCF7L2, uno de ellos
ha sido recientemente asociado con la presencia de nefropatia diabética en adultos. En poblacion
mexicana dos SNP de los genes ABCA1 y SLC16A11 se han asociado con el desarrollo de DM2 a edad

temprana, sin embargo se desconoce su asociacion con el riesgo de complicaciones microvasculares.

Objetivos. Describir la asociacion de los SNPs rs7903146 y rs12255372 del gen TCF7L2, rs9282541
del gen ABCA1 y rs13342232 del gen SLC16A11 con la presencia de complicaciones microvasculares

(nefropatia y neuropatia) en nifios y adolescentes con DM?2.

Material y métodos. Se realizd un estudio de casos y controles en nifios de entre 8 y 17 afios con
DM2 de mas de un afio de evolucién atendidos en el Hospital Infantil de México Federico Gomez.
Se realizé la genotipificacion de los SNPs: rs7903146, rs12255372, rs9282541 y rs13342232. Se
compard la presencia de nefropatia y neuropatia entre los portadores y no portadores de los SNPs

mediante regresion logistica multivariada.

Resultados. Se incluyeron un total de 71 pacientes con DM2 con un promedio de 2.9 afios de
evolucidn, de los cudles el 21.1% presentaban nefropatia diabética y el 29.6% neuropatia diabética.
No se observaron diferencias significativas en las variables clinicas y bioquimicas evaluadas entre
los pacientes con y sin complicaciones crénicas. No se encontrd una asociacion significativa entre la

presencia de los SNPs estudiados y la presencia de complicaciones crénicas

Conclusiones: Los resultados de este estudio sugieren que los SNPs de los genes TCF7L2 y ABCA1
pudieran estar asociados con el desarrollo de complicaciones crdnicas, sin embargo, no se alcanzé

el poder estadistico necesario para identificar una asociacién significativa.



2. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) afecta al 8% de la poblacién adulta, su incidencia incrementa rapidamente
a nivel mundial siendo Estados Unidos de América (EUA), Canada y México los paises con mas gente
viviendo con diabetes en el mundo, en la actualidad mas del 90% de los casos de DM se deben a
Diabetes Mellitus 2 (DM2) [1]. De acuerdo al ultimo reporte de la Federacion Internacional de
Diabetes (IDF), la prevalencia de DM en México es del 12.6%, representando la primera causa de
muerte desde el aflo 2000 y siendo responsable del 14% de las muertes en el pais. En el 2009 el 31%
de la poblacién con DM en México tenia una complicacidon crénica, siendo las principales la

enfermedad vascular periférica (14%) y la nefropatia diabética (11%) [2]

Segun el estudio SEARCH realizado en EUA, la prevalencia de DM en poblacion pediatrica es de
2.2/1000 habitantes (1.93/1000 para DM 1 y de 0.24/1000 para DM2), la prevalencia de DM2
incrementa mas rdpidamente con respecto a la DM1 [3]. Del aifio 2001 al 2009 la prevalencia de
DM2 en nifios entre 10 y 19 afios incrementd un 30.5% y el 35% de los casos de DM en poblaciéon
hispana entre 15 y 19 afios correspondian a DM2 [2-5]. Actualmente se estima que el 50% de los

casos nuevos de DM en este grupo de edad corresponden a DM2 [5].

Las complicaciones diabéticas clinicamente evidentes son raras en la poblacién pediatrica, sin
embargo, anormalidades funcionales y estructurales tempranas pueden presentarse pocos afios
posteriores al diagnodstico de la enfermedad, principalmente en aquellos con DM2. El desarrollo de
complicaciones se relaciona estrechamente con el tiempo de duracién de la enfermedad y con el

grado de control glucémico.

Los pacientes con DM de inicio temprano representan una poblacidn de alto riesgo para el desarrollo
de complicaciones, actualmente se reconoce que la DM2 juvenil (DM2J) muestra un curso mas
agresivo de la enfermedad y tiene una mayor incidencia de complicaciones con respecto a la DM
del adulto. Los nifios con DM2 tienen también mayor incidencia de complicaciones y una
presentacion mas temprana de nefropatia y neuropatia diabética con respecto a los niflos con DM1

(HR 1.47,95% IC 1.02-2.12) [3, 6, 7].



La DM2 es una enfermedad compleja multifactorial en la que intervienen multiples factores
genéticos y ambientales, los estudios masivos de secuenciacion del genoma humano realizados
recientemente han permitido identificar multiples variantes genéticas asociadas con el incremento
en el riesgo de DM2, siendo la asociacién mas fuerte conocida hasta el momento los polimorfismos

de un solo nucledtido (SNP) del gen del factor de transcripcion 7 tipo 2 (TCF7L2).

La historia familiar de complicaciones diabéticas incrementan el riesgo del desarrollo de las mismas
por lo que estudios recientes han intentado ligar la presencia de estas variantes genéticas,
principalmente de los SNP del gen TCF7L2, con el mayor riesgo de complicaciones microvasculares
en la DM2 con resultados contradictorios. Hasta el momento se desconocen los factores genéticos

involucrados en la mayor incidencia de complicaciones en la DM2J [8-11].



3. MARCO TEORICO

Factores genéticos involucrados en el riesgo de DM2

La DM2 es una enfermedad compleja multifactorial que resulta de una alteracidon en la sensibilidad
periférica a lainsulina aunado a una disfuncidn de la célula 3 pancredtica. Casi el 60% del incremento
global en la prevalencia de DM2 ha sido atribuido al incremento en la prevalencia de sobrepeso y
obesidad. En México, la prevalencia de la obesidad ha incrementado en promedio 2% por afio en las
ultimas dos décadas, representando el mayor incremento documentado en el mundo [2]. A pesar
de esto estudios en gemelos monocigotos y dicigotos, estudios de agregacion familiar y de mapeo
genético apuntan a que existe también un componente genético importante en el incremento del

riesgo de DM2. Actualmente la heredabilidad de la DM2 se estima entre 30 y 70% [12].

La gran disparidad étnica en la prevalencia de DM2 se debe en gran parte a la susceptibilidad
genética o a las interacciones genético-ambientales. En EUA la DM2 es 2-6 veces mas frecuente en

afroamericanos, americanos nativos, indios Pima e hispanoamericanos que en raza blanca [3].

La busqueda de genes candidatos se ha enfocado en genes que codifican proteinas involucradas en
el desarrollo pancredtico, funcidn de la célula § o en la sintesis, secrecién o accion de la insulina. Los
estudios masivos de secuenciacién del genoma humano han permitido identificar un gran nimero
de variantes genéticas asociadas con un incremento en el riesgo DM2 y actualmente la lista se
extiende a mas de 70 locus, sin embargo, el efecto individual de cada uno de ellos es relativamente
pequeiio [13]. La mayoria de los SNPs identificados se han relacionado con disfuncién de la funcion

de la célula § pancredtica y muy pocos genes con una alteracion en la sensibilidad de la insulina [1].

La asociacién mas fuerte conocida hasta el momento entre susceptibilidad genética y DM2 a nivel
mundial lo constituye dos SNP del TCF7L: rs7903146 y rs12255372. En México la busqueda de
polimorfismos de riesgo ha identificado otros dos locus de riesgo exclusivos a la poblacién mestiza
mexicana: SNP rs9282541 del gen ABCA1 y un haplotipo del gen SLC16A11 [14]. El SNP rs7903146
del gen TCF7L2 también ha sido asociado con la DM2 de inicio temprano en poblacién mestizo-

mexicana.



- TCF7L2

El gen TCF7L2 se encuentra localizado en el cromosoma 10925, mide 215.9 kb y comprende 17
exones [15]. Los portadores de variantes de riesgo en este gen presentan un OR para presentar DM?2
de 1.4 por alelo de riesgo, mientras que las variantes en otros locus identificados tienen un OR

menor entre 1.05y 1.2 por alelo de riesgo. [14,15]

El TCF7L2 codifica un factor de transcripciéon enteroendocrino de la familia “Grupo de alta
movilidad” involucrado en la sefializacion Wnt y en el crecimiento y supervivencia de la célula f3,
controla también la transcripcion del gen del proglucagdn que codifica para glucagén y péptido
similar a glucagon tipo 1 (GLP1) [1,16]. El GLP-1 es un péptido de producido por las células L del
epitelio intestinal cuya principal funcién es estimular la secrecion de insulina e inhibir la secrecion

de glucagdn, disminuyendo la elevacion de la glucemia durante el estado postprandial [16].

Se ha sugerido que los polimorfismos en el gen TCF7L2 pueden afectar el riesgo de DM?2 al regular
la expresién de GLP1, existe ademas evidencia de que participa en aspectos esenciales de la
produccidn, procesamiento y transporte intracelular de insulina. El silenciamiento de este gen en
islotes humanos y de ratones disminuye la expresion de genes como proinsulina, Ins1, Ins2 y
endoprohormona convertasa 1y 2 (PCSK1 y PCSK2) resultando en una supresién de la secrecion de
insulina, por el contrario su sobreexpresién estimula la secrecién de insulina de la célula B [20].
Paraddjicamente estudios en humanos muestran que aquellos con DM2 presentan niveles de RNAm

de TCF7L2 cinco veces mayores a sujetos sanos [16,17].

Dos SNPs (rs7903146 y rs12255372) localizados en regiones no codificantes del gen TCF7L2
representan las variantes mas fuertemente asociadas con el riesgo de DMZ2, los pacientes
homocigotos para estos alelos de riesgo presentan dos veces mayor riesgo de desarrollar DM2 [18].
Los portadores de estos SNPs muestran una alteracion en la produccién de insulina y una disfuncion

de la célula B pancreatica in vitro [1].

El SNP rs7903146, que remplaza una citosina por una tiamina en el intrén 4, ha sido asociado con
una reduccién en la densidad y tamafio de los islotes pancreaticas y con un incremento en el radio

de células a/f. El riesgo relativo para los portadores de este SNP es de 1.45 para heterocigotos y



2.41 para homocigotos, con un riesgo atribuible poblacional estimado del 21% [19]. Se ha sugerido
también que este SNP disminuye la secrecién de insulina por la célula § en respuesta a una carga

oral e intravenosa de glucosa.

El SNP rs12255372, que involucra un cambio de una guanina por una tiamina en la posicidon 293 en
el intrén 4, se asocié en un meta-analisis que incluyé 33 estudios con 34,076 casos y 36,192
controles en poblacién caucasica, asiatica, africana y americana con un incremento en el riesgo de

DM2 (OR de 1.42 para heterocigotos y = 1.65 para homocigotos) [16].

- ABCA1

Existe evidencia reciente de que alteraciones en los niveles de colesterol de la célula 3 contribuyen
a la disfuncién de estas células y a una disminucién en la secreciéon de insulina. Uno de los
determinantes del contenido intracelular de colesterol de la célula § lo constituye el trasportador
Al dependiente de la unién ATP (ABCA1) el cual se ha involucrado en la regulacion de la homeostasis

del colesterol y en la secrecion de insulina por la célula 3 [20].

Estudios en ratones muestran que aquellos con ausencia de expresion del gen ABCA1 en células 8
pancreaticas presentan niveles séricos normales de colesterol pero un acimulo de colesterol en los
islotes pancreaticos, indicando su importante funcién en el eflujo de colesterol de la célula
previniendo asi la acumulacion de lipidos en los islotes. Estos ratones presentan intolerancia a la

glucosa y disminucion en la secrecién de insulina en respuesta a glucosa [21].

El estudio mas grande realizado a la fecha que explora la relacidon entre 13 variantes genéticas del
gen ABCA1 y el desarrollo de DM2, realizado en mas de 40,000 individuos de ascendencia danesa,
no logré demostrar un incremento entre estas variantes y la susceptibilidad para DM2 [22]; sin
embargo, un estudio de casos y controles realizado en 244 mestizos-mexicanos con DM2 y 202
controles reportd que el SNP 9282541 (R230C) esta asociado con la presencia de DM2,
particularmente con la DM2 de inicio temprano [24]. Esta misma variante se ha asociado ademas
con incremento del IMC, niveles mayores de HbA1C, menores de insulina, asi como con HDL bajo y

presencia de sindrome metabdlico en poblacidon mexicana [22].
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- SLCA16A11

La presencia de niveles séricos elevados de triglicéridos y la acumulacién de lipidos intracelulares
han sido involucrados con el desarrollo de resistencia a la insulina. El gen SLC16A11 localizado en el
cromosoma 17p13.1 es un miembro pobremente caracterizado de la familia de transportadores de
solutos de acido monocarboxilico que juega un papel importante en el metabolismo hepatico de los

lipidos por lo que podria estar involucrado en el desarrollo de resistencia a la insulina [23].

El consorcio para el estudio de DM2 SIGMA (Iniciativa de SLIM en Medicina Gendmica en las
Ameéricas) reportd recientemente una asociacién entre un haplotipo del gen SLC16A11 con el riesgo
de presentar DM2 en poblacion mexicana. Este haplotipo incluye una mutacion silente y 4 SNPs,

entre ellos el SNP rs13342232.

Se analizaron 9.2 millones de SNPs en 8214 pacientes de México y Latinoamerica (3,848 pacientes
con DM2 y 4366 controles no diabéticos) encontrando un incremento significativo en el riesgo de
presentar DM2 en los portadores de este haplotipo (OR=1.29, 1.20-1.38). Se observé que los
individuos portadores del mismo desarrollan DM2 2.1 afios antes y con un IMC 0.9kg/m* menor que
los no portadores y que el riesgo de presentar este haplotipo en aquellos individuos menores de 45
afios es mayor que en los de mayor edad (OR 1.49 vs OR 1.11) [23]. Se estima que un 20% de la
diferencia en la prevalencia de DM entre la poblacién mexicana y europea podria ser explicada por
este factor de riesgo [17]. En poblacion maya no obesa esta variante ha sido asociada con niveles

plasmaticos mayores de insulina y de HOMA-IR [13].
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4. ANTECEDENTES

Factores genéticos asociados con complicaciones de DM2

Los pacientes con DM2J presentan un mayor riesgo de complicaciones con respecto a aquellos con
DML1. El riesgo de presentar albuminuria en cualquier momento de la enfermedad es del doble en
la DM2J con respecto ala DM1J y el riesgo de falla renal incrementa hasta cuatro veces, presentando
mayor mortalidad para el mismo nivel de control glucémico [6,7,24]. Existe también un incremento
en la prevalencia de enfermedad cardiovascular, incluyendo infarto agudo al miocardio e infarto

cerebral en los pacientes con DM2J [6].

Segun el estudio TODAY los pacientes con DM2J presentan un deterioro mas rapido de la funcion
de las células B pancreaticas comparados con los adultos con DM2 (20-35% anual en jévenes contra
7-11% en adultos) lo cudl podria explicar el deterioro en el control glucémico y la mayor incidencia

de complicaciones [5,25].

Estudios epidemioldgicos demuestran que la historia familiar de complicaciones incrementa el
riesgo de nefropatia y retinopatia diabética, apoyando el rol de la susceptibilidad genética en el
desarrollo de complicaciones [9,26]. La asociaciéon mas fuerte conocida hasta el momento entre

susceptibilidad genética y DM2 se encuentra en el locus del gen TCF7L2.

Estudios recientes sugieren que el gen TCF7L2 tiene influencia en el control glucémico por lo que
podria jugar un rol importante en el desarrollo de complicaciones diabéticas. Se ha propuesto que
este gen esta involucrado en el remodelamiento vascular al regular la proliferacion de células de
musculo liso y el crecimiento de células endoteliales. La presencia de los SNPs rs7903146 vy

rs12255372 se ha asociado con la presencia de ateroesclerosis coronaria [10].

Una cohorte que analizé 1065 adultos diabéticos y no diabéticos con insuficiencia renal crénica en
etapa terminal (IRCT) y 924 controles, encontrd una asociacion significativa entre la presencia del
SNP rs7903146 con la presencia de IRC terminal, siendo mas frecuente su presencia en aquellos

pacientes con DM2 (OR 1.7 heterocigotos y 2.61 en homocigotos). Este mismo estudio encontré

12



también una fuerte asociacién entre este SNP con la presencia de enfermedad cardiovascular en los

pacientes con DM2 e IRC terminal [10,11].

Un estudio realizado en 810 pacientes coreanos mayores de 30 afios con diagndstico de DM2 de
mas de 5 afios de evolucion, no encontré una asociacién entre la presencia del SNP rs7903146 vy el
desarrollo de complicaciones micro o macrovasculares diabéticas; sin embargo, al analizar el
subgrupo de pacientes con mas de 10 afios de duracion de la enfermedad, se encontré que los
portadores de este SNP presentaban mayor prevalencia de enfermedad vascular cerebral. Se
observé también tendencia a una mayor prevalencia de enfermedad coronaria, retinopatia y

nefropatia, sin alcanzar significancia estadistica [8].

Una revision sistematica que incluyd 4 estudios de casos y controles con un total de 127 pacientes
diabéticos y 817 controles no encontré un incremento significativo en el riesgo de retinopatia

diabética en pacientes portadores del SNP rs7903146 del gen TCF7L2 [11].

Variantes en otros dos genes (ABCA1 y SLC16A11) se han asociado con el incremento en el riesgo
de DM2, en particular en poblacién mestizo-mexicana. Se ha observado que los portadores de SNPs
en estos dos genes desarrollan DM2 a edades mas tempranas que los no portadores. Hasta ahora
no existen estudios publicados que busquen una asociacién entre los SNPs de los genes ABCAl y

SLC16A11 con el desarrollo temprano de complicaciones diabéticas.

13



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DM2 de inicio temprano o en la nifiez se asocia con una mayor incidencia de complicaciones y
con la aparicién mds temprana de las mismas con respecto a la DM2 del adulto o a la DM1. El
descubrimiento de los factores genéticos involucrados en el desarrollo de DM2 ha llevado a la
busqueda de una asociacién entre la presencia de variantes genéticas de riesgo de DM2 vy el
desarrollo de complicaciones diabéticas. Los primeros estudios publicados a la fecha se han
centrado en los SNPs del gen TCF7L2 y su asociacidon con nefropatia y retinopatia diabética, sin
embargo, la asociacién entre los SNP de otros genes, entre ellos ABCA1 y SLC16A11 y la presencia

de complicaciones no ha sido explorada.

Hasta el momento se desconoce si los factores genéticos estan involucrados en el curso mas
agresivo que muestra la DM2J. Debido a que los SNPs de los genes ABCA1 y SLC16A11 han sido
asociados con el inicio de DM2 a edad temprana en poblacién mestiza-mexicana, podria pensarse
gue estas variantes genéticas se asocien también con el desarrollo mas temprano de complicaciones

diabéticas en la DM2J.

Pregunta de investigacion

¢Existe asociacién entre la presencia de los SNPs rs7903146 y rs12255372 del gen TCF7L2,
rs9282541 del gen ABCA1 y rs13342232 del gen SLC16A11 con la aparicién de complicaciones

microvasculares tempranas en la poblacion pediatrica con DM2?
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6. JUSTIFICACION

Los factores genéticos explican parte de la disparidad en la prevalencia de DM2 en México con
respecto a otros paises, los estudios masivos de secuenciacién del genoma humano han permitido
identificar multiples variantes genéticas asociados con el incremento en el riesgo de DM2. Dos SNPs
del gen TCF7L2 representan la asociacién mas fuerte entre susceptibilidad genética y riesgo DM2 en
el mundo y en México otros 2 polimorfismos en los genes SLC16A11 y ABCA1 han sido asociados
con el incremento en la prevalencia de DM2 observada en este pais. Estudios en poblacion adulta
han mostrado una asociacion entre el SNP rs7903146 y la incidencia de complicaciones crénicas, sin
embargo, la asociacion entre los SNPs de los genes SLC16A11 y ABCA1 y la presencia de
complicaciones no ha sido explorada, asi como tampoco la asociacién ente estos y la aparicion de

complicaciones a edades tempranas.

Decidimos realizar este estudio con el fin de conocer si la presencia de los SNPs de riesgo de los
genes TCF7L2, SLC16A11 y ABCA1 se asocian a un incremento en la incidencia de complicaciones
microvasculares en la poblacién pediatrica mexicana. La identificacion de los factores genéticos
asociados con el desarrollo de complicaciones nos permitira identificar la poblacion de mayor riesgo

gue requiere de un control metabdlico mds estrecho para asi evitar la progresién a complicaciones.
Ademas, el conocer los factores genéticos involucrados con el desarrollo de complicaciones crénicas

nos permitird en un futuro conocer mds acerca de la fisiopatologia de estas y asi encontrar nuevas

estrategias de prevencion.
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7. OBIJETIVOS

General. Evaluar la asociacién de los SNPs rs7903146 y rs12255372 del gen TCF7L2, rs9282541 del
gen ABCA1 y rs13342232 del gen SLC16A11 con complicaciones microvasculares (nefropatia y

neuropatia) en nifnos con DM2

Secundarios:
- Describir la frecuencia de neuropatia y nefropatia diabética en poblacion pediatrica con
DM2.
- Describir la frecuencia de otras comorbilidades (dislipidemia, obesidad central e

hipertension arterial) en poblacién pediatrica con DM2

Hipétesis

Hipétesis alterna. Los SNPs rs7903146, rs12255372, rs9282541 y rs13342232 se asocian con un
OR>3.2 con la presencia de complicaciones crénicas microvasculares (nefropatia y neuropatia) en

ninos con DM2
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8. METODOS

Se realizé un estudio de casos y controles en el Departamento de Endocrinologia del Hospital Infantil

de México “Federico Gomez” durante el periodo de diciembre 2015 a mayo del 2016.

Se incluyeron nifios y adolescentes con DM2 que asistian a la Clinica de Diabetes (CANDI) del

Hospital Infantil de México Federico Gomez.

Se consideraron como criterios de inclusién:

- Diagnéstico de DM2 de acuerdo con los criterios de la Asociacion Americana de Diabetes

- Edad entre 8 y 17 afios, ambos sexos

- Duracion de la enfermedad mayor a 1 afio

Criterios de exclusion:

- Pacientes que no cuenten con los estudios de abordaje necesarios para la deteccion de

nefropatia o neuropatia diabética (al menos dos recolecciones de orina de 24 horas para la

busqueda de microalbuminuria y un estudio de velocidad de conduccién nerviosa).

Procedimientos realizados:

Se realizd la genotipificaciéon de todos los pacientes para la busqueda de los siguientes SNPs:
rs7903146 yrs12255372 del gen TCF7L2, rs9282541 del gen ABCA1 y rs13342232 del gen SLC16A11.
Se comparo la presencia de de nefropatia y neuropatia diabética, entre los portadores y no

portadores de estos polimorfismos.
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- Revision de expedientes clinicos:

Se registré6 a partir del expediente clinico de los pacientes los siguientes datos clinicos vy
demograficos: edad y sexo; duracién de la enfermedad; antecedentes heredofamiliares de 12 y 22
grado con obesidad, diabetes, hipertension arterial y cardiopatia isquémica; peso al nacer; IMC al
diagndstico; tipo de debut (cetoacidosis diabética, estado hiperosmolar diabético, sintomas clasicos

o hallazgo de laboratorio) y HbA1c inicial.

Se registraron a partir de la ultima consulta los siguientes datos clinicos: peso (kg), talla (cm), IMC
(kg/cm?), cintura (cm), estadio de Tanner (I-V), cifra de tensién arterial (mmHg), presencia de
acantosis nigricans, promedio de las 3 ultimas hemoglobinas glicadas (HbAlc) (%), cifras de
colesterol, triglicéridos, HDL y LDL (mg/dl), tipo de tratamiento y dosis (insulina y/o metformina),
creatinina sérica (mg/dl), diagndstico previo de hipertension arterial, microalbuminuria o nefropatia
diabética en tratamiento, promedio de las ultimas 3 microalbuminurias realizadas en orina de 24

horas y presencia de neuropatia diabética demostrada por estudio de conduccién nerviosa.

- Genotipificacién:

El ADN gendmico fue aislado de sangre periférica mediante un kit comercial (método QIAmp96 DNA
Blood, Mini/Kit,Qiagen, Alemania). La pureza y la concentracidon fueron evaluados mediante
espectrofotometria a 260/280 nm (Epoch, Biotek), y la integridad fue verificada siguiendo el método

de electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

Los SNPs fueron genotipificados utilizando ensayos 5'Tagman® (Applied Biosystems, Foster City, CA)
con un sistema rapido de PCR en tiempo real Applied Biosystems 7900 HT, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La tasa de genotipificacién superé el 90% en todos los SNPs probados.

Las muestras se analizaron por duplicado y se obtuvo una concordancia mayor al 98%
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Consideraciones éticas

El protocolo de estudio fue aprobado por los comités de Etica, Investigacién y Bioseguridad del
Hospital Infantil de México “Federico Gémez” con registro HIM 2009-017/HIM 2013-014. Se obtuvo
consentimiento informado de los padres y asentimiento de los menores por escrito previo a la

genotipificacion.

Plan de analisis estadistico

Se realizo estadistica descriptiva de las variables demograficas, clinicas y bioquimicas. Los resultados
fueron expresados como medias y desviacién estandar (SD) para variables continuas y cuenta
numérica y porcentaje (%) para variables categdricas. La comparacién entre las caracteristicas
clinicas y bioquimicas entre pacientes con y sin complicaciones (neuropatia y nefropatia diabética)
se realizo mediante las prueba de T de Student o X2 de Pearson segun se tratara de variables

continuas o categéricas.

Utilizando el programa STATA 11, se realizd un analisis de regresién logistica para identificar la
asociacién de cada uno de los SNPs con la presencia de nefropatia y neuropatia, ajustando para
edad, sexo, tiempo de evolucién y control glucémico. Se considero una significancia estadistica

valores de o =0.05.

Poder estadistico

Para identificar un OR =3.2 se obtuvo un poder de 50, 70 y 70% para variantes con frecuencias del

alelo menor de 10,30 y 50% respectivamente.
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Descripcion operacional de variables

Se definid la presencia de nefropatia y neuropatia segun las guias de la ISPAD 2015. Las principales

variables dependientes a evaluar fueron:

Nefropatia diabética: excrecién urinaria de albimina entre 30-300 mg en recoleccién de

orina de 24 horas en dos 0 mas ocasiones. Se trata de una variable dicotdmica.
Neuropatia diabética: bloqueo o retraso en la conduccién motora o sensorial de nervios
periféricos en cualquiera de las 4 extremidades identificado mediante estudio de velocidad

de conduccidn nerviosa. Se trata de una variable dicotémica.

Hipertension: presencia de 3 o mas cifras de TA por arriba del percentil 95 para edad, género

y talla del paciente. Se trata de una variable dicotémica (anexo 1)

Dislipidemia: Presencia de cifra de triglicéridos o colesterol total mayor a percentil 90, LDL

> 100 mg/dl o HDL menor a percentil 5. Se trata de una variable dicotdmica. (anexos 2-4).
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9. RESULTADOS

Se revisaron un total 127 expedientes clinicos de pacientes pediatricos con diagndstico de DM2 de
mas de un afio de evolucion, 56 fueron excluidos por reunir con criterios de exclusion descritos
previamente. Se incluyeron un total de 71 pacientes para el analisis estadistico (38 hombres y 33
mujeres), las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes se muestran en las Tablas 1y 2.
Todos los pacientes incluidos se encontraban en etapa puberal o post-puberal, en los siguientes
estadios de la clasificacion de Tanner: 9.9% en estadio Il, 14.1% en estadio Ill, 28.2% estadio IV y
47.8% en estadio V. El 26.8% presento cetoacidosis diabética (19/71) como debut de la enfermedad,
12.7% estado hiperosmolar diabético (9/71), 53.5% sintomas clasicos como poliuria, polidipsia,
polifagia y pérdida de peso (38/71) y 7% (5/71) fueron diagnosticados de manera incidental con
examenes de laboratorios solicitados por otros motivos. Solo el 38% de los pacientes presentaban

un buen control glucémico definido como un promedio de HbAlc <7.5% durante el atimo afio.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de pacientes pediatricos con DM2

Variable Media DE

Edad(afios) 15.3 12.4

Peso (kg) 66.6 +18.1
Talla (cm) 160.22 +11.3
IMC (kg/m2) 27.9 +2.12
Cintura (cm) 88.2 +15.5
TA sistélica (mmHg) 113 +14.4
TA diastdlica (mmHg) 71.6 +11.65

DE: Desviacién estandar

Tabla 2. Parametros bioquimicos de pacientes pediatricos con DM2

Variable Media DE

Colesterol total (mg/dl) 174.0 +44.4
C-HDL (mg/dl) 44.2 +13.3
C-LDL (mg/dl) 106.9 +38.0
Triglicéridos 139.6 +82.4
HbAlc (%) 8.61 +2.5

DE: Desviacién estandar
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Como comorbilidades el 31% de los pacientes presentaban hipertensién arterial (HTA), el 52.1%
obesidad central (perimetro abdominal >p95), el 52.1% hipertrigliceridemia (triglicéridos >p90), el

21% hipoalfalipoproteinemia (colesterol HDL <p5) y el 54.9% hipercolesterolemia (LDL > 100 mg/dl).

Se encontré una incidencia del 21.1% (n=15) de nefropatia y del 29.6% (n=21) de neuropatia
diabética. No se observaron diferencias entre género, edad, tiempo de evolucién, cifras de TAy
control glucémico entre los pacientes con y sin complicaciones, los niveles de LDL fueron
discretamente mayores en aquellos sin nefropatia diabética (Tablas 3 y 4). No se encontrd
asociacién entre los polimorfismos rs7903146 y rs12255372 del gen TCF7L2, rs9282541 de ABCAly
rs13342232 de SLC16A11 y el desarrollo de nefropatia y neuropatia diabética (Tablas 5 y 6).

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes con y sin nefropatia diabética

Variables Nefropatia (n=15) Sin nefropatia (n =46) Valor de p
Sexo masculino, n (%) 9 (60) 26 (56.5) 0.81
Edad, afos 153+2.3 15.7+2.4 0.59
Tiempo evolucion, afios 28+13 3.5+1.2 0.23
IMC, kg/m2 27.1+5.2 25.1+£5.0 0.19
TAS, mmHg 117.0+16.1 113.2+14.33 0.39
TAD mmHg 75.3+14.9 71.7 £10.1 0.29
HTA, n (%) 6 (40) 14 (30.4) 0.49
Control glucémico, n (%) 5(33.3) 16 (34) 0.23
Colesterol Total, mg/dl 182.6 £+ 64.2 162 +34.1 0.19
Triglicéridos, mg/dI 170.5+91.3 124.0+76.3 0.056
Albuminuria, mg 57.4+23 99+7.2 0.0001

IMC = indice de masa corporal. TAS = Presién arterial sistdlica. TAD = Presién arterial diastdlica. HTA = Hipertensién
arterial. Los valores se encuentran en medias + SD a menos que se especifique otra medida
Prueba de T de Student o X° de Pearson.
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Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes con y sin Neuropatia diabética

Variables

Sexo masculino, n (%)

Edad, afios

Tiempo evolucion, afios

IMC, kg/m2
TAS, mmHg
TAD mmHg
HTA, n (%)

Control glucémico, n (%)

HbAlc, %
C-LDL, mg/dI

Neuropatia (n=21)
10 (47.6)
15.1+2.5
3.3+2.1
25.2+6.2

111.6 +14.6
72.7+14
6 (28.6)
7 (33.3)
9.1+2.7
104.7 £ 21.7

22 (56)
15.3+2.4
29+19
29.1+2.5
114 +14.4

71.2£10.6

16 (32)

20 (40)
8.3+23

108.0 + 43.2

Sin Neuropatia (n =50)

Valor de p
0.51

0.77
0.52
0.49
0.46
0.71
0.77
0.59
0.15
0.038

IMC = indice de masa corporal. TAS = Presién arterial sistdlica. TAD = Presién arterial diastélica. HTA = Hipertensién

arterial. Los valores se encuentran en medias + SD a menos que se especifique otra medida
Prueba de T de Student o X° de Pearson.

Tabla 5. Asociacion de polimorfismos con la presencia de Nefropatia diabética

Gen A/a
G/T

TCF7L2
Cc/T
ABCA1l C/T

SLC16Al11 A/G

FAM

0.146
0.136
0.123
0.456

SNP

12255372
7903146
9282541

13342232

OR (IC al 95%)

1.17 (0.95-4.06)
0.91 (0.54-1.72)
1.38 (0.91-2.09)
0.86 (0.53-1.46)

OR ajustado (IC al 95%)

1.32 (0.97-5.8)
0.79(0.45-1.39)
1.43 (0.97-2.31)
0.89 (0.76-1.54)

Regresidn Logistica. OR ajustado por tiempo de evolucién, sexo y control glucémico.

A = Alelo mayor. a = alelo menor. FAM = frecuencia del alelo menor. SNP = polimorfismo de un solo nucleétido.
OR = Odds ratio o razén de momios. IC = Intervalo de confianza.

Tabla 6. Asociacion de polimorfismos con la presencia de Neuropatia diabética

Gen A/a
G/T

TCF7L2
Cc/T
ABCA1l C/T

SLC16A11 A/G

FAM
0.146
0.136
0.123
0.456

SNP
12255372
7903146
9282541
13342232

OR (IC al 95%)
2.10 (0.98-4.06)
2.7 (0.95-4.9)
1.9 (0.95-2.9)
0.78 (0.8-1.9)

OR ajustado (IC al 95%)

2.4 (0.99-4.6)
2.9 (0.98-5.3)
2.1(0.98-3.0)
0.95 (0.8-2.1)

Regresidn Logistica. OR ajustado por tiempo de evolucién, sexo y control glucémico.

A = Alelo mayor. a = alelo menor. FAM = frecuencia del alelo menor. SNP = polimorfismo de un solo nucleétido.
OR = Odds ratio o razén de momios. IC = Intervalo de confianza.
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10. DISCUSION

Los resultados de este estudio no encontraron asociacidn significativa entre los SNPs de los genes
TCF7L2, ABCA1 y SLC16A11 con el desarrollo de complicaciones diabéticas. Los portadores de los
SNPs rs12255372 y rs7903146 (TCF7L2) y rs9282541 (ABCA1) mostraron mayor prevalencia de
neuropatia diabética y los portadores de los SNPs rs12255372 y rs9282541 mayor prevalencia de

nefropatia, sin alcanzar esto significancia estadistica (tablas 5y 6).

Contrario a estos resultados, otros estudios en adultos con mayor nimero de pacientes muestran
una asociacioén significativa entre la presencia de los SNPs del gen TCF7L2 con el desarrollo de
complicaciones crénicas. Un estudio realizado en 810 pacientes coreanos con DM2 encontrd una
prevalencia mayor de infarto cerebral entre los portadores del SNP rs7903146 con un evolucion de
la enfermedad mayor a 10 afios, sin embargo, al igual que en nuestro estudio no se encontrd una
asociacién entre este SNP y el desarrollo de nefropatia o neuropatia diabética [8]. Otro estudio que
incluyd 1065 pacientes con enfermedad renal terminal y 924 controles con una promedio de edad
superior a los 50 afios, si logré encontrar una asociacion entre el SNP rs7903146 y el desarrollo de

nefropatia diabética y enfermedad cardiovascular.

En base a la frecuencia del alelo menor en la poblacion estudiada y a los OR obtenidos, se calculd
gue se requieren al menos 70 pacientes con complicaciones crénicas y 70 controles para lograr
detectar una asociacién estadisticamente significativa entre los SNPs de los genes TCF7L2 y ABCA1

y el desarrollo de complicaciones.

Hasta el momento no existen estudios publicados que busquen la asociacidon ente los SNPs de los
genes ABCA1 y SLC16A11 y el desarrollo de complicaciones diabéticas, sin embargo, ambos se
relacionan con el inicio de DM2 a edad temprana por lo que pudieran estar asociados con la
aparicion temprana de complicaciones. El presente estudio no encontré una asociacion entre el SNP

13342232 (SLC16A11)y el desarrollo de nefropatia o neuropatia diabética.

A pesar de los avances realizados en la buUsqueda de variantes genéticas relacionadas con el
incremento en el riesgo de DM2, el efecto individual de cada SNPs identificado hasta el momento

es pequeino y probablemente también su efecto en el desarrollo de complicaciones, lo anterior
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disminuye el poder del estudio y requiere una muestra mayor para identificar una asociacion

significativa.

Se reconoce que los pacientes con DM2J muestran mayor riesgo de complicaciones y un desarrollo
mas temprano de las mismas con respecto a aquellos con DM1, el grupo TODAY reporto una
prevalencia de microalbuminuria al diagndstico del 6.6% y del 16.6% a los 36 meses, otros estudios
transversales reportan prevalencias de entre 18-72% dentro de los primeros 10 afios de evoluciéon
[27,28]. El presente estudio encontrd una prevalencia del 21.1% de nefropatia diabética definida
como la presencia de albuminuria >30 mg/dia en dos o mas ocasiones, el tiempo promedio de
evolucion de los pacientes evaluados fue de 3 afios, siendo la prevalencia encontrada de nefropatia

mayor a la reportada por el grupo TODAY a los 3 afos.

La prevalencia de neuropatia diabética identificada mediante estudio de velocidad de conduccién
nerviosa fue del 29.6%, la cudl también es mayor al 12-15% reportada en otros estudios y similar al
25.2% reportada recientemente por el grupo de estudio SEARCH [29,30]. La mayor prevalencia de
complicaciones observada en nuestra poblaciéon pudiera estar explicada por un peor control
glucémico en nuestra poblacidn, observandose un promedio de HbAlc de 8.6%, mayor a la

reportada en otros estudios [31]

Los principales factores descritos relacionados con el desarrollo de complicaciones son la edad del
diagndstico, el grado de control glucémico y el tiempo de evolucién de la enfermedad. En el presente
estudio no se encontraron diferencias en ninguna de estas variables entre los pacientes con y sin

complicaciones microvasculares.
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11. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio sugieren que los SNPs de los genes TCF7L2 y ABCA1 pudieran estar
asociados con el desarrollo de complicaciones crdénicas, sin embargo, no se alcanzé el poder
estadistico necesario para identificar una asociacidn significativa. Se requieren estudios con mayor

numero de pacientes y un seguimiento mas prolongado para corroborar estos resultados.

Se encontrd una incidencia del 21.1% de nefropatia diabética y de 29.6% de neuropatia diabética,

mayor a la reportada en otros estudios.

La identificaciéon de los factores genéticos asociados al desarrollo temprano de complicaciones
diabéticas nos permitira en un futuro conocer mas acerca de la fisiopatologia de estas
complicaciones para asi poder encontrar nuevas estrategias de prevencién y reconocer a la

poblacién mas vulnerable para el desarrollo de las mismas.
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12. LIMITACION DEL ESTUDIO

La principal limitante de nuestro estudio fue el tamafo de la muestra, la cudl pudo ser la causa de
gue no tuviera poder estadistico suficiente para detectar una asociacion entre la presencia de los

SNPs estudiados y el desarrollo de complicaciones diabéticas.

Uno de los problemas a los que nos enfrentamos y que limitaron el tamafo de nuestra muestra fue
gue no todos los pacientes evaluados contaban con un abordaje completo de complicaciones y
muchos habian perdido seguimiento en nuestra clinica antes del afio por lo que tuvieron que ser
excluidos. Ademas el tiempo promedio de evolucién de la enfermedad de los pacientes evaluados

fue corto (3 afios en promedio).
Creemos que un estudio multicéntrico con una poblacién mayor seria de utilidad para incrementar

el tamafio de la muestra y asi poder conocer si estos SNPs estan relacionados con el desarrollo de

complicaciones.
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13. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividad Inicio Termino
Revision de la bibliografia Diciembre 2015 | Enero 2016
Recoleccidn datos historia clinica Enero 2016 Abril 2016
Andlisis estadistico Mayo 2016 Mayo 2016
Reporte de resultados Mayo 2016 Junio 2016
Correccién de resultados Junio 2016 Junio 2016
Presentacidn de tesis terminada Junio 2016 Junio 2016
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15. ANEXOS

Anexo 1: Percentiles de presion arterial de acuerdo a género, edad y talla

Cuadro 3. Tablas de referencia internacional para percentilar presiéon arterial de acuerdo a

edad y sexo
Edad Percentila Nifios Nifas

(afios) detalla (sistolica) (diastolica) (sistolica) (diastolica)
50 90 95 50 90 95 50 90 95 50 90 95
3 25 89 103 107 45 60 64 88 102 105 48 62 66
50 9l 105 109 46 6l 65 89 103 107 49 63 67
75 93 107 110 47 62 66 9l 104 108 50 64 68
90 94 108 112 48 63 67 92 106 109 50 64 68

5 25 93 106 110 52 67 71 9l 105 108 53 67 71
50 95 108 112 53 68 72 93 106 110 54 68 72
75 96 110 114 54 69 73 94 107 111 55 69 73
90 98 I 115 55 69 74 95 109 112 55 69 73
7 25 95 109 113 56 71 75 95 108 112 56 70 74
50 97 11 115 57 72 76 96 109 113 57 71 75
75 99 113 117 58 73 77 97 Il 115 58 72 76
90 100 114 118 59 74 78 99 112 116 58 72 76
9 25 98 (Y 116 59 74 78 98 112 115 58 72 6
50 100 114 118 60 75 79 100 13 117 59 73 77
75 102 115 119 6l 76 80 101 14 118 60 74 78
90 103 117 121 6l 76 8l 102 e 119 6l 75 79
I 25 102 115 119 60 75 79 102 e 119 60 74 78
50 104 117 121 6l 76 80 103 17 121 6l 75 79
75 105 119 123 62 77 8l 105 118 122 62 76 80

90 107 120 124 63 78 82 106 119 123 63 77 8l
13 25 106 120 124 6l 76 80 106 119 123 62 76 80
50 108 122 126 62 77 8l 107 121 124 63 77 8l
75 110 124 128 63 78 82 109 122 126 64 78 82
90 11 125 129 64 79 83 110 123 127 65 79 83
I5 25 112 125 129 63 78 82 109 122 126 64 78 82
50 113 127 131 64 79 83 110 123 127 65 79 83
75 115 129 133 65 80 84 Il 125 129 66 80 84
90 17 130 134 66 80 85 13 126 130 67 8l 85
17 25 116 130 134 66 8l 86 110 123 127 65 79 83
50 118 132 136 67 82 87 Il 125 129 66 80 84
75 120 134 138 68 83 87 113 126 130 67 8l 85
90 121 135 139 69 84 88 14 127 131 67 8l 85

Anexo 2 : Percentiles de cifrad de colesterol HDL de acuerdo a género y edad

Cuadro 4. Percentilas de cifras de colesterol HDL (mg/dL) de acuerdo al sexo en poblacion
pediitrica de 5 a 19 afios

Afios (nifios) p5 plo p25 p50 p75 p90 p95s

5-9 39 43 50 56 65 72 76
10-14 38 4| 47 57 63 73 76
I5-19 31 35 40 47 54 6l 65
(nifias)

5-9 37 39 48 54 63 69 75
10-14 38 41 46 54 60 66 72
I5-19 36 39 44 53 63 70 76



Anexo 3: Percentiles de cifras de triglicéridos de acuerdo a género y edad

Cuadro 5. Percentilas de cifras de triglicéridos (mg/dL) de acuerdo al sexo en poblacién
pedidtrica de 0 a 19 afios

Afos (nifios) ps plo p25 p50 p75 p90 p95s
0-4 30 34 4l 53 69 87 102
5-9 31 34 4| 53 6 88 14
10-14 33 38 46 6l 80 105 129
I5-19 38 44 56 71 94 124 152
(nifias)
0-4 35 39 46 6l 79 99 15
5-9 33 37 45 57 73 93 108
10-14 38 45 56 72 93 117 135
I5-19 40 45 55 70 90 117 136
. 7
Anexo 4: Percentiles de colesterol total de acuerdo a género y edad
[Table IV, A. Sample size and percentage values of percentiles of weighted Total Cholesterol by age and sex NHANES III and NHANES 1999-2004.
Percentiles ATP cut points
Age 10th 25th 50th 75th 90th 95th 88th 84th
Males
6 1312 144.8 161.4 179.7 197.7 209.3 1945
7 133.4 147.6 164.9 184.1 203.1 2154 199.7
8 134.9 149.5 167.4 187.3 207.1 220.0 203.6
9 1352 149.9 168.1 188.4 208.7 2218 205.1
10 1352 149.9 168.1 188.5 208.8 2219 205.1
11 134.4 1493 167.6 188.2 208.9 2223 205.2
12 130.5 145.2 163.5 184.3 205.3 219.1 2015
13 125.5 139.9 158.1 178.9 200.3 2144 196.4
14 1223 136.6 1548 1759 197.6 2121 193.7
15 121.7 136.1 154.4 175.7 197.7 212.5 193.7
16 121.6 136.1 154.4 175.8 197.9 212.7 193.9
17 1220 136.6 1553 177.0 199.6 2147 1955
18 123.8 139.0 1583 180.8 204.3 2200 200.0
[Females
6 132.8 147.1 165.1 185.7 206.8 220.8 196.8
7 133.0 147.3 165.4 186.0 207.2 2213 197.3
8 133.0 147.3 165.4 186.1 207.3 2214 197.3
9 1329 147.3 165.3 186.0 207.2 2213 197.2
10 1322 146.5 164.5 185.2 206.4 2204 196.4
11 130.5 144.7 162.6 183.2 204.3 2183 194.4
12 128.6 142.7 160.5 181.0 202.1 216.1 1922
13 127.6 141.7 159.6 180.1 2013 2154 191.3
14 1274 1415 159.5 180.1 2013 215.5 1913
15 1273 1415 159.5 180.2 201.5 215.7 1915
16 127.4 141.7 160.0 181.0 202.7 217.1 192.5
17 1284 143.2 161.9 183.5 206.0 2209 195.4
18 130.5 145.8 165.2 187.7 211.0 226.6 200.0
[Table IV, B. Values of p les of ighted Total Chol 1 by age/sex NHANES 111, NHANES 1999-2004, Bogalusa, Muscatine, Fels, and Princeton.
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