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1. RESUMEN

INTRODUCCION: Una de las principales caracteristicas de la diabetes tipo 2 (DT2) es la falta de secrecién de insulina,
este proceso se encuentra regulado por varias proteinas, dentro de estas se encuentran los canales de calcio
dependientes de voltaje, principalmente los canales Cav1.3, cuyos polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) se han
asociado en otras poblaciones con la presencia de complicaciones microvasculares en pacientes con de DT2. La
importancia de estos canales se ha puesto de manifiesto en estudios anteriores donde se han comprobado que
cambios en la funcion de estos modifican la secrecién de la insulina.

OBJETIVO: Determinar la asociacion de los polimorfismos rS312480 T>C, rS312486 G>C, rS9841978 G>A y
rs12487452 C>G del gen que codifica para el Cav1.3 ajustados a factores clinicos (edad, tiempo de evolucién con la
enfermedad, IMC, descontrol glucémico e hipertensién arterial sistémica), con el riesgo de desarrollar complicaciones
microvasculares en pacientes con diabetes tipo 2, del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez” en el periodo de
marzo a agosto de 2020.

MATERIAL Y METODOS: Se realiz6 un estudio de Casos y Controles, comparativo, observacional, ambispectivo y
transversal, en el que participaron hombres y mujeres, entre 30 y 90 afios de edad, incluyendo pacientes con DT2 de
acuerdo con las guias de la Asociacion Americana de Diabetes' con y sin complicaciones microvasculares, atendidos
en la consulta externa del Servicio de Medicina Interna, del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, de marzo a
agosto de 2020, a quienes se les tomaron muestras de sangre periférica para la extraccion del ADN genémico por el
método de fenol/cloroformo y posterior genotipificacion, con el sistema iPLEX Assay que requiere el disefio de
oligonucleétidos especificos, la amplificacidn por reaccion en cadena de polimerasa y por Ultimo deteccion de los SNPs
por espectrometria de masas.

RESULTADOS: En este estudio participaron un total de 200 pacientes, 125 (62.5%) hombres y 75 (37.5%) mujeres,
dentro de los cuales se dividieron en dos grupos, 100 casos (con diagndstico de diabetes tipo 2 y presencia de
complicaciones microvasculares) y 100 controles (con diagnoéstico de diabetes tipo 2 y ausencia de complicaciones
microvasculares). Se estudiaron un total de 4 polimorfismos del gen CACNA1D. Los alelos silvestres fueron los mas
frecuentes en todos los grupos. Dentro de los polimorfismos analizados en la regresion logistica binaria, resultaron
rs9841978 GA (OR, 6.2; ClI95%: 1.15-13.48, p=0.03) y rs312486 CC (OR, 6.6; C195%: 4.60-9.45, p=0.002) con un
nivel de significancia de Wald de 4.51 y 9.51 respectivamente.

En el modelo de regresién logistica multinomial, en la retinopatia diabética las variables fueron la edad (OR, 1.12;
Cl95%: 1.03-1.22, p=0.01), HTAS (OR, 5.92; CI95%: 4.55-7.11, p=0.002), rs9841978 GA (OR, 9.72; CI95%: 3.62-
10.72, p=0.002) y rs312486 CC (OR, 1.09; CI95%: 1.0004-1.19, p=0.003). En la nefropatia y neuropatia diabéticas la
variable fue el polimorfismo rs9841978 GA, con OR, 12.55; Cl95%:4.80- 32.80, p=0.03 y OR, 6.18; C195%:2.90- 13.16,
p=0.03, respectivamente.

DISCUSION Y CONCLUSION: Nuestro estudio demostré la asociacion de variantes genéticas bien establecidas de
los polimorfismos del gen CACNA1D con la presencia de complicaciones microvasculares en pacientes con diabetes
tipo 2, mostrando que estos SNPs especificamente rs9841978 GA y rs312486 CC, pueden representar marcadores
importantes en el desarrollo de estas complicaciones de la enfermedad y son un factor predisponente debido a la alta
frecuencia y la fuerza de asociacion que se observaron en nuestra poblacion estudiada, representando este el primer
estudio en América latina. Esto sugiere que existe una alta susceptibilidad de nuestra poblacién a desarrollar no solo
DT2 sino también complicaciones que a mediano o largo plazo podrian representar la causa de muerte en este sector
cuando se encuentran presentes estos SNPs. Es importante reproducir este estudio en las diferentes areas

geogréficas con el fin de poner de manifiesto las variaciones y la gran heterogeneidad étnica de los individuos.

PALABRAS CLAVE: CACNA1D; Diabetes tipo 2; Complicaciones microvasculares; Polimorfismo de un solo
nucleotido.



2. INTRODUCCION

La diabetes tipo 2 (DT2) se encuentra clasificada como una enfermedad de atencion prioritaria en el
esquema nacional de salud. Cifras obtenidas por la Encuesta Nacional de Salud (ENSA) y la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) han puesto de manifiesto como la DT2 ha incrementado su
prevalencia en México. De acuerdo con estos resultados, el 10% de la poblacién mexicana tiene
DT2, presentando una mayor incidencia en mujeres (11%) que en hombres (9.7%). Sumado a esto,
hay factores de riesgo que predisponen a la poblacion a desarrollar DT2 como la obesidad, el
sobrepeso y la inactividad fisica, todos estos factores han contribuido a que la DT2 ocupe uno de los
principales puestos en el nimero de defunciones por afio en nuestro pais’.

Los esquemas de atencion a pacientes con DT2 implantados por los sistemas de salud en México
han mejorado considerablemente y han permitido hacerle frente a esta enfermedad, sin embargo, se
necesita disefiar nuevos farmacos y desarrollar nuevos métodos de diagndstico para prevenir esta
epidemiaZ.

La DT2 se caracteriza por una escasa secrecion de insulina por las células B pancreaticas y la
insulina secretada es incapaz de actuar en los tejidos (resistencia la insulina), apareciendo asi la
hiperglucemia. En las células 3 la secrecién de insulina estimulada por la glucosa esta dirigida por
un complejo sistema eléctrico compuesto por varios eventos iénicos, el flujo de iones es sincronizado
por multiples canalés i6nicos?. Las células B del pancreas expresan en su membrana plasmatica una
gran variedad de receptores y canales iénicos que las ayudan a secretar la insulina. Se conoce desde
1968 que al aumentar la concentraciéon extracelular de glucosa la membrana de las células 3 se
despolariza, esta despolarizacion genera el disparo de potenciales de accion por estas células®.
Para que esta actividad eléctrica ocurra se requiere de la participacion de al menos seis tipos de
canales ionicos®: 1) Al ingresar la glucosa a la célula esta se metaboliza y al hacerlo se produce ATP,
este ATP inactiva a los canales de potasio sensibles a ATP (KATP), que son los canales que
determinan el potencial de la membrana en reposo y son los que convierten la sefial metabdlica en
eléctrica, al inhibirse estos canales la concentracion intracelular de K+ aumenta promoviendo la
activacion de los canales transitorios de calcio (TRP). 2) Los canales TRP se activan en las

condiciones anteriores y producen una la ligera despolarizaciéon de la membrana plasmatica, los



canales TRP son poco selectivos y pueden permear al Ca®* Na* y Mg?* y al entrar estos iones a las
células B permiten la activacion de otros canales para continuar con la respuesta generada por la
entrada de glucosa. 3) La entrada de iones por parte de los canales TRP permite alcanzar el umbral
de activacion de los canales de calcio de pendientes de voltaje (Cav), los canales Cav que se activan
primero son los de bajo umbral de activacién o LVA, estos canales permiten la entrada de Ca?* que
activa a los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav). 4) Los Nav permiten entrar Na* y es en
este momento cuando se generan los potenciales de accion, esta despolarizacion fuerte de la
membrana activa a otros Ca\®, los de alto umbral de activacion o HVA. 5) Los canales de alto umbral
de activacion aumentan drasticamente la concentracion intracelular de Ca?* y es esta actividad la
que desencadena la exocitosis de la insulina’. 6) Finalmente, la actividad de los canales
rectificadores de potasio dependientes de voltaje (Kv) y los canales de potasio dependientes de
voltaje sensibles a calcio (BK) repolarizan la membrana plasmatica de las células 3 pancreaticas y
esto detiene la secrecion de insulina®.

En la actualidad se han estudiado de forma importante los factores clinicos que influyen vy
representan un factor de riesgo para la aparicion de complicaciones microvasculares (retinopatia,
nefropatia y neuropatia) en pacientes diabéticos, dentro de las principales se encuentran: tiempo de
evolucion de la enfermedad (OR 1.45), descontrol glucémico (OR 1.67) que se define por una
hemoglobina glucosilada >7% en un periodo de tres meses y glucosa en ayunas >130 mg/dL, indice
de masa corporal (sobrepeso y obesidad) (OR 1.39) y contar con el diagnéstico de hipertension
arterial sistémica (OR 1.55)"8. Sin embargo, en los ultimos afios, se han intensificado los esfuerzos
en todo el mundo por encontrar marcadores genéticos relacionados estrechamente con la DT2 como
factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad y la aparicion de complicaciones
microvasculares como respuesta al tratamiento farmacoldgico, estos marcados son principalmente
polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs)®. La ventaja de estudiar este tipo de marcadores
genéticos es doble'®: 1) se tiene la posibilidad de encontrar alteracion en los genes involucrados en
el metabolismo de los farmacos, por ejemplo, se pueden encontrar SNPs que alteren la funcion de
las enzimas que pertenecen al citocromo P450"!, estas enzimas son las encargadas de metabolizar

en el higado la mayoria de los farmacos hipoglucemiantes; 2) los SNPs pueden ser utilizados como



marcadores genéticos asociados a las enfermedades, debido a que es posible detectar en la
secuencia de un gen diferencias de un nucleétido entre individuos no emparentados'. El estudio de
los SNPs asociados a la DT2 ha cobrado fuerza porque se quiere tener un grupo de polimorfismos
que se puedan utilizar en un futuro cercano como una herramienta pronostica relacionada al riesgo
de desarrollar complicaciones micro y macrovasculares asi como respuesta al tratamiento para
control de esta enfermedad.

En la poblacién mexicana se han realizado varios estudios en busqueda de SNPs relacionados con
la DT2. Se han encontrado varios polimorfismos en el gen de la calpaina 10 que aumenta el riesgo
de desarrollar DT2 en poblaciones de la Ciudad de México, Orizaba y en una poblacién México-
Americana'®, los polimorfismos son SNP-44, SNP-110, SNP-43, SNP-63 e INDEL-19, estos SNP
presentaron una relacion de momios que van de 1.3 a 2.72, sugiriendo una fuerte asociacién con la
DT2. Otro de los polimorfismos interesantes es el que se encuentra en el gen del factor de
transcripcion TCF7L2, esta variacion también se ha asociado fuertemente con el riesgo a desarrollar
DT2 en poblaciones mexicana y México-Americana, no se conoce con certeza como esta relacionado
este SNP con la diabetes, sin embargo, se cree que este factor de transcripcion regula al péptido
parecido a glucagon (GLP-1 por sus siglas en ingles) que puede afectar la secrecion de insulina™.
Otro estudio relacionado a los polimorfismos del gen del factor de transcripcion TCF7L2, evalud la
asociacién con el desarrollo de complicaciones cronicas, demostrando que la variabilidad genética
de TCF7L2 también contribuye al a la aparicion de complicaciones como la retinopatia y la neuropatia
autonomica cardiovascular'®,

Como comentamos anteriormente, la secrecion de insulina depende de la actividad de diversos
canales idnicos, se han encontrado SNP en genes que codifican para algunos canales iénicos, uno
de los mas estudiados es el canal de potasio dependiente de voltaje 1.9 (Kv1.9). Este canal es
codificado por en el gen KCNQ1, y polimorfismos en este gen aumenta el riesgo de tener DT2'6,
De forma interesante, se han identificado en poblaciones escandinavas tres SNPs en el gen que
codifica para el canal de calcio dependiente voltaje Cav1.3, este canal junto con otras proteinas
regula la secrecion de insulina en las células B pancreaticas'’. Estos canales median la entrada de

Ca?* en las células en respuesta a la despolarizacion de la membrana y estan compuestos por una
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subunidad principal formadora del poro (subunidad o1) y multiples subunidades auxiliares. Con
respecto al gen que codifica para este canal (CACNA1D: Subunidad Alfa1D del canal de calcio
dependiente de voltaje), se han identificado tres SNPs en poblaciones escandinavas asociados con
DT2 y alteraciones en la secrecion de insulina. El alelo C del SNP rs312480 se asoci6 con la DT2 vy,
sobre todo, con la disminucién en la secrecion de insulina por las células B-pancreaticas de pacientes
diabéticos, mientras que rs312486/G, rs9841978/G y rs12487452/C se asociaron solamente con
DT226.27,

El rs312486 G>C, fue asociado con la DT2 presentando una frecuencia del 61.9% y el rs9841978
G>A con una frecuencia del 53.4%18.

Por lo tanto, considerando que estos canales io6nicos participan en la regulacién de la secrecion de
insulina, nuestro objetivo, es identificar si los polimorfismos del gen CACNA1D que codifican para el canal
Cav1.3, seran un factor de riesgo asociado para el desarrollo de complicaciones microvasculares en los
pacientes con diabetes tipo 2, tipificando y determinando las frecuencias alélicas y genotipicas en
pacientes con y sin complicaciones microvasculares. Estos hallazgos nos permitirdn determinar si los
SNPs identificados previamente ayudarian a predecir la aparicion de retinopatia, nefropatia y neuropatia

diabética en poblacién mexicana.

3. HIPOTESIS
Los pacientes con presencia de los rS312480 T>C, rS312486 G>C, rS9841978 G>A y rs12487452
C>G del gen que codifica para el CaV1.3 con DT2, presentaran un OR igual o mayor a 2 en el

desarrollo de complicaciones microvasculares.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la asociacion de los polimorfismos rS312480 T>C, rS312486 G>C, rS9841978 G>A y
rs12487452 C>G del gen que codifica para el CaV1.3 con el riesgo de desarrollar complicaciones
microvasculares en pacientes con diabetes tipo 2, del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”

en el periodo de marzo a agosto de 2020.
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Objetivos especificos
Primarios

» Determinar la frecuencia de sujetos con Diabetes tipo 2 con presencia de los polimorfismos
rS312480 T>C, rS312486 G>C, rS9841978 G>A y rs12487452 C>G del gen que codifica
para el Cav1.3.

»  Calcular el riesgo de los polimorfismos rS312480 T>C, rS312486 G>C, rS9841978 G>Ay
rs12487452 C>G del gen que codifica para el Canal de Calcio dependiente de Voltaje 1.3,
para el desarrollo de retinopatia, nefropatia y neuropatia diabética.

» Tipificar los polimorfismos rS312480 T>C, rS312486 G>C, rS9841978 G>A y rs12487452
C>G del gen que codifica para el Canal de Calcio dependiente de Voltaje 1.3 en pacientes

con y sin complicaciones microvasculares y diabetes tipo 2.

5. MATERIAL Y METODOS

Se realizd un estudio de Casos y Controles, fue comparativo (se consideraron dos poblaciones),
observacional (solo se observaron los fenédmenos sin alterarlos), ambispectivo (informacién que se
recopilé6 de manera retrospectiva y prospectiva) y transversal (las variables se midieron una vez). Se
incluyeron a 200 sujetos de estudio, 100 pacientes con diagnostico de DT2 con complicaciones
microvasculares y 100 pacientes con diagndstico de DT2 sin estas complicaciones, no pareados.
Universo de estudio: Pacientes adultos de 30 a 90 afios de edad con diagnéstico de diabetes tipo

2 que acudieron al Servicio de Medicina Interna del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”.

Poblacién de estudio:

Casos: Pacientes adultos mexicanos de 30 — 90 afios de edad con diabetes tipo 2 con
complicaciones microvasculares que acudan al Servicio de Medicina Interna del Hospital General
“Dr. Manuel Gea Gonzalez”, de marzo a agosto de 2020.

Controles: Pacientes adultos mexicanos de 30 — 90 afios de edad con diabetes tipo 2 sin
complicaciones microvasculares que acudan al Servicio de Medicina Interna del Hospital General

“Dr. Manuel Gea Gonzalez”, de marzo a agosto de 2020.
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Tamano de muestra:

El tamafio de muestra se calcul6 con el software Epidat versién 4.2 (https://www.sergas.es/Saude-
publica/EPIDAT). Para nuestro estudio se calculé un tamafio de muestra no pareada. En Epidat 4.2,
el calculo del tamafio de muestra para estudiar si existe asociacion entre la exposicién de los
polimorfismos y las complicaciones de la enfermedad en un estudio de casos y controles, se basa
en la prueba de Connor RJ.

Los factores que intervienen en el calculo son:

1. Frecuencia del polimorfismo menos frecuente rS9841978 G>A en los casos (P1).
2. Frecuencia del polimorfismo menos frecuente rS9841978 G>A en los controles (P2).
3. Razén de momios a detectar (Odds ratio, OR).

Estos tres valores estan relacionados entre si del modo siguiente:

OR P, b P,
2

" (1-P,)+ORP, 2 OR(1-P)+P,

1

La expresion queda finalmente asi:

P, (1-P
ORr = 111=1)

Pp(1-Py)
por lo que, especificando dos de estos parametros, el otro queda perfectamente determinado.
Tomando en cuenta esta informacién y la frecuencia del polimorfismo menos frecuente (rS9841978
G>A) de casos y controles, se calcul6 el tamafio de muestra para la poblacién de estudio con los

siguientes parametros:

Frecuencia de casos (rS9841978 G>A) 43%
Frecuencia de controles (rS9841978 G>A) 67%

Odds ratio a detectar 2.0
Nivel de confianza 95%
Resultados
Potencia 80%
Numero de Pares 135 Casos y 135 Controles
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El tipo de muestreo que se incluira en el estudio sera probabilistico aleatorio simple tanto para los

casos como para los controles, a través de la generacion de numeros al azar por medio de un

software (Microsoft Excel).

Es importante mencionar que debido a la pandemia producida por el virus SARS-CoV-2 (COVID-19)

no se consiguid completar el tamafo de muestra calculado, sin embargo, este estudio se logro

realizar con 100 controles y 100 casos, siendo un total de 200 sujetos de estudio.

Criterios de Inclusion de los Casos:

Pacientes hombres y mujeres mexicanos entre 30 a 90 afios de edad con diagnéstico confirmado
de diabetes tipo 2 de acuerdo con las guias de la Asociacion Americana de Diabetes atendidos
en la consulta externa del servicio de medicina interna, del Hospital General Dr. Manuel Gea
Gonzalez de marzo a agosto de 2020.

Con complicaciones microvasculares de la enfermedad, posterior al diagndstico establecido de
DT2: retinopatia diabética, nefropatia diabética y neuropatia diabética.

Autorizacion con consentimiento informado por parte del paciente.

Criterios de exclusion de los Casos:

Pacientes con alguna otra patologia ocular no relacionada a la DT2.
Pacientes con diagnostico de enfermedad renal cronica independiente de la DT2.
Pacientes con diagnéstico de neuropatia periférica independiente de la DT2.

Pacientes embarazadas.

Criterios de Inclusion de los Controles:

Pacientes hombres y mujeres, mexicanos entre 30 a 90 afios de edad con diagndstico
confirmado de diabetes tipo 2 de acuerdo con las guias de la Asociacion Americana de Diabetes
atendidos en la consulta externa del servicio de medicina interna, del Hospital General Dr.
Manuel Gea Gonzalez de marzo a agosto de 2020.

Sin complicaciones microvasculares de la enfermedad diagnosticadas posterior al diagnostico
establecido de DT2: retinopatia diabética, nefropatia diabética y neuropatia diabética.

Autorizacion con consentimiento informado por parte del paciente.
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Criterios de exclusién de los Controles:
e Pacientes con alguna otra patologia ocular, renal o neuropatica no relacionada a la DT2.

e Pacientes embarazadas.

Descripcion de los procedimientos:
1. Se seleccionaron y reclutaron a los sujetos de estudio de acuerdo a los criterios de inclusién y

exclusion.
2. Se aplicaron las cartas de consentimiento informado.

3. Se revisaron los expedientes clinicos de cada paciente (casos y controles), de donde se tomaron

los datos clinicos y paraclinicos mas recientes.

4. A los pacientes con ayuno de 12 a 14 horas se les tomaron 10 ml de sangre periférica de la vena

del antebrazo, utilizando EDTA como anticoagulante.

5. Se extrajo el DNA gendmico por el método de fenol/cloroformo.

6. Se realizé la genatipificacion, con el sistema iPLEX Assay acoplado al MassARRAY de la
compafiia Agencia Bioscience: que requiere el disefio de oligonucledtidos especificos, la
amplificacion por reacciéon en cadena de polimerasa y por Ultimo deteccién de los SNPs por
espectrometria de masas.

Este trabajo cumple con las leyes de salud vigentes en México y aprobado por los Comités de Etica
en Investigacion e Investigacion del Hospital General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”. El objetivo del
estudio se notificéd a todos los participantes, que fueron incluidos solo después de proporcionar su

consentimiento informado por escrito.

Analisis estadistico
El calculo de las frecuencias de alelos y genotipos se realizd6 mediante el programa PLINK
(http://zzz.bwh.harvard.edu/plink/index.shtml) y luego se comparé entre casos y controles.

Los célculos se llevaron a cabo usando los programas SPSS v24 y Epilnfo v6.1.
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Analisis Univariado:

. Para variables cualitativas se realizé descripcion de proporciones (porcentajes).

. Para variables cuantitativas se describié media, intervalo de confianza de la media, mediana,
intervalo cuartil y desviacion estandar.

. Se utilizaron graficos o de sectores y box plot.

Analisis Bivariado:

. Variables cualitativas: se realiz6 analisis con todas las variables dicotdomicas en funcion de
la variable dependiente utilizando comparacion de proporciones.

. Se calculd la X2 de Pearson y se observd que cumpliera el supuesto de los valores
esperados (igual o mayor a 5).

. Variables cuantitativas: Con relacién con la variable dependiente se realiz6 comparacién de
medias con la prueba T de Student y Fisher y se reporté la diferencia de la media aritmética con su
respectivo IC al 95%.

. Supuesto de simetria: Kolmogorov smirnov (muestra grande).

. Para probar homogeneidad de varianzas se utilizé el estadistico de Levene.

Analisis Multivariado:

. Se analizaron todas las variables (cualitativas o cuantitativas) que tuvieron un nivel de
significancia cuya p< o igual 0.05.

. Se realizé un modelo de regresion logistica binaria y multinomial.

. Los resultados fueron analizados a través del nivel de significancia de Wald, OR e intervalo

de confianza.

Los haplotipos y bloques de desequilibrio de ligamiento (LD) fueron generados por el método CI
usando Haploview (v4.2). El programa en linea que se utilizd para establecer el modelo mas
informativo de asociacion mendeliana (dominante, codominante, recesivo, sobre dominante o aditivo
logaritmico) fue SNPStats (https://www.snpstats.net/start.htm). Se probaron las frecuencias de
genotipo para cada SNP para detectar posibles desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg

usando la prueba X? con 1 grado de libertad.
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6.RESULTADOS

Descripcion general de la poblacién

Participaron en el estudio un total de 200 pacientes, se dividieron en dos grupos, 100 casos (con
diagndstico de diabetes tipo 2 y presencia de una o mas complicaciones microvaculares) y 100
controles (con diagnéstico de diabetes tipo 2 y sin presencia de complicaciones microvaculares).

La media aritmética de la edad de ambos grupos fue de 60.64 afios (IC 95% 55.31 a 65.96, RIC 10),
con una media del tiempo en afios de diagnodstico de la enfermedad de 13 afios (IC 95% 9.46 a
16.54, RIC 10) y un IMC de 26.91 kg/m? (IC 95% 23.56 a 30.26, RIC 9.3). Con relacion a la variable
de control glucémico compuesta por la HbA1¢ presentaron una media de 11.83% (IC 95% 10.02 a
13.64, RIC 3) y una media de glucosa en ayunas de 185.36 mg/dl (IC 95% 152.07 a 218.64, RIC 89).
Con respecto al perfil lipidico, presentaron una media de LDL de 87.90 mg/dl (IC 95% 68.42 a 107.39,
RIC 47), HDL de 42.45 mg/dl (IC 95% 34.2 a 50.7, RIC 7) y triglicéridos de 205.45 mg/dl (IC 95%
93.1 a 317.7, RIC 135). Por ultimo, con relacién al tiempo de diagndstico de cada una de las
complicaciones microvasculares presentaron las siguientes medias en afos: retinopatia diabética
6.45 afos (IC95% 4.3 a 8.61, RIC 5), nefropatia diabética 3.64 (IC 95% 2.46 a 4.81, RIC 2) y

neuropatia diabética 1.82 anos (IC95% 1.16 a 2.48, RIC 1), (Cuadro 1).

Descripcion de la poblaciéon segiin grupo de estudio

De acuerdo a las caracteristicas clinicas de los pacientes segun el grupo de estudio, se llevé a cabo
un analisis bivariado con las variables cuantitativas en relacion con la variable dependiente, en el
cual se realizé comparacion de medias con la prueba T de Student (Cuadro 2), donde se encontrd
que con respecto a la edad, la media aritmética en afios de los casos fue de 58.63 afios IC95% 56.07
a 61.19 siendo mayor a comparacion de los controles 53.85 afios IC 95% 51.07 a 56.63, siendo
estadisticamente significativa (p= 0.013) tal como se muestra en el box plot (Figura 1) presentando
homogeneidad de varianzas utilizando el estadistico de Levene con un nivel de significancia de
0.058. En cuanto al tiempo de evolucion de la enfermedad, la media aritmética de los casos en afos
fue de 13.09 1IC95% 12.06 a 14.2 y en controles de 14.14 1C95% 13.09 a 15.19, siendo mayor en

este ultimo, presentando igualdad de varianzas con un nivel de significancia de 0.14 (Figura 2). Con
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relacion al IMC este fue mayor en el grupo de casos 28.45 1C95% 27.62 a 29.7, a comparacion del
grupo control 25.11 IC95% 24.43 a 25.78 con un valor p= 0.25, sin presentar homogeneidad de
varianzas (Figura 3). Con respecto al control glucémico, la hemoglobina glucosilada en el grupo de
casos fue mayor que en el grupo control (10.04 1C95% 8.10 a 11.99 vs 8.69 1C95% 7.3 a 10.04)
p=0.001, probando igualdad de varianzas por la prueba de Levene (Figura 4), por otro lado con
respecto a la glucosa en ayunas como parte de la evaluacion del control glucémico, fue mayor de
igual manera en el grupo de casos a comparacion con el grupo control (152.83 1C95% 146.08 a
159.58 vs 135.79 1C95%131.09 a 140.48), siendo estadisticamente significativo con una p=0.001 sin
mostrar homogeneidad de varianzas (Figura 5).

En el perfil lipidico, se evalud el LDL en casos y controles presentando una media aritmética mayor
en este ultimo grupo (85.57 1C95% 79.95 a 91.19 vs 101.84 1C95% 96.5 a 107.08) con un valor
p=0.04, y probando igualdad de varianzas (Figura 6). E| HDL fue mayor en el grupo control con
respecto al grupo de casos (43.21 1C95% 41.67 a 44.74 vs 42.79 1C95% 40.31 a 45.27) p=0.77 sin
probar homogeneidad de varianzas (Figura 7) y los triglicéridos en ambos grupos estuvieron
elevados, siendo mayor en el grupo control con respecto a los casos (212.32 IC95% 194.83 a 229.80
vs 184.64 1C95% 157.8 a 211.48) presentando homogeneidad de varianzas utilizando el estadistico
de Levene con un nivel de significancia de 0.09 (Figura 8).

El supuesto de simetria fue realizado por la prueba de Kolmogorov smirnov al ser una muestra
grande, sin presentar cada una de las variables estudiadas una distribucién normal.

De igual manera, se llevé a cabo un analisis bivariado con las variables cualitativas, donde se realiz6
un analisis con todas las variables dicotémicas en funcion de la variable dependiente utilizando
comparacion de proporciones, donde se calculd la X? de Pearson y se observo que cumplieran el
supuesto de los valores esperados (igual o mayor a 5) (Cuadro 3), encontrandose que con respecto
a la variable sexo, predominaron los hombres en ambos grupos, el 67% (67) en casos y 58% (58)
en los controles con p=0.18. Con relacion al antecedente de hipertension arterial sistémica fue mayor
en el grupo de casos 60% (60) a comparacion del grupo control 32% (32), representando una variable

estadisticamente significativa (p=0.0001).
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Distribucion de alelos, genotipos y haplotipos del gen CACNA1D.

Se estudiaron un total de 4 polimorfismos del gen CACNA1D (rs312480, rs312486, rs9841978,
rs12487452) que se muestran en el Cuadro 4. La asociacién de los alelos y los genotipos en la
poblacién estudiada con DT2, tanto en los casos como en los controles se muestran en los cuadros
5y 6 respectivamente. Los alelos silvestres fueron los mas frecuentes en todos los grupos.

Con relacién a los alelos de los 4 polimorfismos estudiados, tres de ellos se asociaron con
susceptibilidad a la presencia de complicaciones microvasculares, dentro de estos se encuentran el
alelo C del SNP rs12487452 con un OR 1.54; ClI95%: 1.03-2.30, p=0.0005, el alelo A del SNP
rs9841978 con un OR 5.78; ClI95%: 2.99-11.19, p=0.0009 y el alelo G del SNP rs312486 con un OR
8.03; Cl95%: 3.52-18.27, p=0.02, siendo estadisticamente significativos, con una frecuencia mayor
en el grupo de casos del 65%, 27% y 23% de acuerdo a los SNPs respectivamente antes
mencionados y con sus contrapartes correspondientes que fueron de proteccion. Los alelos del
polimorfismo rs312480 no mostraron asociacion con la presencia de las complicaciones
microvasculares sin mostrar diferencias significativas en la frecuencia de ambos grupos.

Con respecto a los genotipos de los polimorfismos, se encontré asociacion con frecuencias
estadisticamente significativas en cada uno de ellos a excepcion del SNP rs312480, mostrando los
genotipos rs12487452CC con un OR 3.17; CI95%: 1.62-6.18, p=0.0005, rs9841978GA con un OR
2.34; Cl95%: 1.31-6.85, p=0.04 y rs312486CG con un OR 10.91; CI95%: 4.61-25.83, p=0.03, siendo
mayores las frecuencias en el grupo de casos, con 38%, 54% y 45% respectivamente de los
polimorfismos antes mencionados. Todos los SNPs estudiados se encontraron en el equilibrio de
Hardy-Weinberg. En todas las comparaciones de genotipos de los SNPs, prevalecid el modelo
codominante. La tasa de éxito general de la técnica de tipificacion fue del 98.9%. El software
Haploview v4.2 establecié 7 haplotipos para la poblacion estudiada de pacientes con diabetes tipo 2
y presencia de complicaciones microvasculares, (Cuadro 7). Cuando se analizaron a todos los
sujetos, se encontré que el haplotipo CGAC del gen CACNA1D fue de susceptibilidad (OR;5.87;
Cl195%: 2.38-14.5, p=0.05) al igual que haplotipo TCAC, (OR, 17.31; CI95%: 2.08-19.4, p=0.013),
mientras que los haplotipos CCGC (OR, 0.54; CI95%: 0.36-0.80, p=0.002) y CCGG (OR, 0.59;

CI195%: 0.39-0.89, p=0.012) fueron de proteccion mostrando significancia estadistica.
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Resultados obtenidos en la regresion logistica binaria y multinomial

Se realizé un modelo de regresion logistica binaria y multinomial, donde se analizaron todas las
variables (cualitativas o cuantitativas) que tuvieron un nivel de significancia cuya p<0.05. Los
resultados fueron analizados a través del nivel de significancia de Wald, OR e intervalo de confianza
(Cuadros 8 y 9). En la regresion logistica binaria, las variables dependientes fueron la presencia o
ausencia de complicaciones microvasculares, donde las variables independientes clinicas
estudiadas estadisticamente significativas fueron la edad (OR, 1.97; CI95%: 1.93-2.01, p=0.01),
glucosa en ayunas (OR, 1.97; Cl95%: 1.95-1.99, p=0.0005), LDL (OR, 1.35; CI95%: 1.13-194,
p=0.04), HTAS (OR, 1.02; CI95%: 1.01-1.04, p=0.005) y hemoglobina glucosilada (OR, 1.34; C195%:
1.02-1.76, p=0.001). Dentro de los polimorfismos analizados en la regresion logistica binaria,
resultaron rs9841978 GA (OR, 6.2; CI95%: 1.15-13.48, p=0.03) y rs312486 CC (OR, 6.6; Cl95%:
4.60-9.45, p=0.002) con un nivel de significancia de Wald de 4.51 y 9.51 respectivamente.

En el modelo de regresién logistica multinomial, de acuerdo con la complicaciéon microvascular en
especifico, se analizaron las variables independientes con significancia estadistica. En la retinopatia
diabética las variables fueron la edad (OR, 1.12; C195%: 1.03-1.22, p=0.01), HTAS (OR, 5.92; CI95%:
4.55-7.11, p=0.002), rs9841978 GA (OR, 9.72; CI95%: 3.62- 10.72, p=0.002) y rs312486 CC (OR,
1.09; CI95%: 1.0004-1.19, p=0.003). En la nefropatia y neuropatia diabéticas la variable fue el
polimorfismo rs9841978 GA, con OR, 12.55; Cl195%:4.80- 32.80, p=0.03 y OR, 6.18; Cl95%:2.90-

13.16, p=0.03, respectivamente.

Desequilibrio de ligamiento (LD)
El grafico generado en Haploview (v4.2) para determinar el LD (D’) para los 4 SNPs se presenta en
la Figura 9. El cual indica que los SNPs rs312480, rs312486, rs9841978 y rs12487452 parecen ser

casi independientes entre si, encontrandose en regiones intronicas de los genes (Cuadro 4).
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7.DISCUSION

La DT2 se encuentra clasificada como una enfermedad de atencion prioritaria en nuestro pais, con
un aumento progresivo de la prevalencia en los ultimos afios, representando uno de los principales
puestos en el numero de defunciones por afo, secundario a la aparicion de complicaciones crénicas
de la enfermedad, dentro de ellas se encuentran las complicaciones microvasculares, tal como la
retinopatia, nefropatia y neuropatia diabética’. En la actualidad se han estudiado de forma importante
los factores clinicos que influyen y representan un factor de riesgo para la aparicion de estas
complicaciones microvasculares en pacientes diabéticos, dentro de las principales se encuentran:
tiempo de evolucion de la enfermedad (OR 1.45), descontrol glucémico (OR 1.67) que se define por
una hemoglobina glucosilada >7% en un periodo de tres meses y glucosa en ayunas >130 mg/dL,
indice de masa corporal (sobrepeso y obesidad) (OR 1.39) y contar con el diagnéstico de
hipertension arterial sistémica (OR 1.55)78, sin embargo se han intensificado los esfuerzos en todo
el mundo por encontrar marcadores genéticos relacionados estrechamente con la DT2 como factores
de riesgo para el desarrollo de la enfermedad y la aparicién de complicaciones microvasculares,
estos marcados son principalmente polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs)®

Una de las principales caracteristicas de la DT2 es la falta de secrecion de insulina, este mecanismo
de secrecion esta finamente controlado por la expresién de varias proteinas y el mal funcionamiento
de estas proteinas o la incorrecta expresion de los genes que codifican a esas proteinas provocan
la disminucién de insulina secretada y la consecuencia fisiologica es la aparicidon de la hiperglucemia.
De todas las proteinas que intervienen en este proceso se encuentran los canales de calcio
dependientes de voltaje, principalmente los canales Cav1.38.

En algunas poblaciones europeas y asiaticas se han encontrado SNPs asociados a DT2, el impacto
que tienen los SNPs sobre la funcion fisiolégica de los canales idnicos se ha puesto de manifiesto
en estudios previos donde se ha comprobado que el cambio de una sola base es suficiente para
modificar la secrecion de la insulina?, sin embargo son pocos los estudios que se han realizado a
nivel mundial para encontrar si existe asociacidon sobre la aparicion de complicaciones crénicas de
la enfermedad, como las microvasculares en pacientes que cuenten con estos polimorfismos,

principalmente relacionados a canales ionicos.
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El objetivo de este estudio fue determinar si existe una asociacion de los polimorfismos rS312480
T>C, rS312486 G>C, rS9841978 G>A y rs12487452 C>G del gen que codifica para el Cav1.3 con el
riesgo de desarrollar complicaciones microvasculares en pacientes con diabetes tipo 2,
representando este el primer estudio de SNPs del canal de calcio dependiente de voltaje 1.3, en
América latina y por supuesto en poblacion mexicana. Utilizamos un disefio de casos y controles
basado en la poblaciéon en una muestra mexicana, centrandonos en 4 SNPs del gen CACNA1D.

En nuestro estudio, la evaluacién de los polimorfismos antes mencionados del canal Cav1.3,
codificado por el gen CACNA1D presentaron una importante asociacion de susceptibilidad con la
presencia de complicaciones microvasculares en poblacion diabética, de los SNPs estudiados se
encontraron el alelo alelo C rs12487452, el alelo A rs9841978 y el alelo G rs312486 con una fuerza
de asociacién estadisticamente significativa y con frecuencias del 65%, 27% y 23% respectivamente,
cabe mencionar que el SNP rs12487452C fue el que presenté una mayor frecuencia en nuestra
poblacién, representando mas del doble de las frecuencias de los otros SNPs estudiados.

Al evaluar la frecuencia genotipica, se encontrd asociacion estadisticamente significativa en cada
uno de los polimorfismos a excepcion del SNP rs312480 donde no se presentd ningun sujeto de
estudio en el grupo control con la presencia del genotipo rs312480CT. De esta manera los pacientes
con los genotipos rs12487452CC (OR 3.17; ClI95%: 1.62-6.18, p=0.0005), rs9841978GA (OR 2.34;
Cl195%: 1.31-6.85, p=0.04) y rs312486CG (OR 10.91; Cl95%: 4.61-25.83, p=0.03), tuvieron mayor
susceptibilidad con la presencia de complicaciones microvasculares, con frecuencias de 38%, 54%
y 45% respectivamente de los polimorfismos antes mencionados.

Por ultimo, al realizar el analisis de haplotipos se encontraron 7, dentro de los cuales 4 de ellos fueron
estadisticamente significativos, 2 de estos fueron haplotipos de protecciéon, CCGC y CCGG y 2 de
riesgo, CGAC y TCAC.

De esta manera, al realizar los modelos de regresion logistica binaria y multinomial, tomando en
cuenta en el modelo binario la presencia de complicaciones microvasculares como variable
dependiente, se encontraron dentro de las variables clinicas con mayor significancia la edad del
paciente, la glucosa en ayunas, hemoglobina glucosilada, niveles de LDL e hipertension arterial

sistémica, que son las variables con mayor asociacion para el desarrollo de estas complicaciones en
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el paciente diabético y que refuerza lo que ya es conocido en la literatura mundial”8, sin embargo
resalta la presencia de dos polimorfismos con una importante fuerza de asociacion dentro de los
cuatro que fueron analizados en este estudio, rs9841978 GA y rs312486 CC, que de forma general
estarian involucrados en la aparicion de dichas complicaciones microvasculares. De tal manera, al
realizar el modelo de regresion logistica multinomial, donde ahora se analizaron cada una de las
complicaciones microvasculares en especifico como variables dependientes, se encontré con
respecto a la retinopatia diabética que la hipertension arterial sistémica y la edad del paciente como
variables clinicas, tienen un rol fundamental en el desarrollo de esta complicacién en particular, sin
embargo existen factores genéticos que pudieran tener una participacion fundamental para la
aparicion la retinopatia que son los SNPs rs9841978 GA y rs312486 CC, y que especificamente el
SNP rs9841978 GA, una vez presentada la retinopatia en el paciente, probablemente actuaria como
un factor genético independiente de algun otro factor clinico que impulsaria el desarrollo tanto de la
nefropatia como de la neuropatia diabética, siendo la Unica variable en nuestro estudio en este
modelo multinomial que se presentd con mayor sigificancia y con una importante fuerza de
asociacion.

Estos SNPs ya se habian identificado en poblaciones escandinavas como factores de riesgo
asociados con DT2, ademas de producir alteraciones en la secreciéon de insulina?%?’, sin embargo
no se habia realizado un estudio que mostrara la asociacién con la aparicion de complicaciones
cronicas de la DT2, por esta razén creemos que nuestros resultados, marcaran la pauta para realizar
estudios mas grandes y en diferentes poblaciones, buscando encontrar una asociacién con la
presencia de las complicaciones de la enfermedad y que podria contrastar con los resultados de
otras poblaciones no semejantes a la nuestra debido a las diferencias étnicas, resaltando las distintas

variantes genéticas en las multiples regiones geograficas.
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8.CONCLUSION

Nuestro estudio demostré la asociacion de variantes genéticas bien establecidas de los
polimorfismos del gen CACNA1D con la presencia de complicaciones microvasculares en pacientes
con diabetes tipo 2, mostrando que estos SNPs, especificamente rs9841978 GA y rs312486 CC,
pueden representar marcadores importantes en el desarrollo de estas complicaciones de la
enfermedad y son un factor predisponente debido a la alta frecuencia y la fuerza de asociacion que
se observaron en nuestra poblacion estudiada, representando este el primer estudio en América
latina. Esto sugiere que existe una alta susceptibilidad de nuestra poblacién a desarrollar no solo
DT2 sino también complicaciones que a mediano o largo plazo podrian representar la causa de
muerte en este sector cuando se encuentran presentes estos SNPs.

Es importante reproducir este estudio en las diferentes areas geograficas con el fin de poner de
manifiesto las variaciones y la gran heterogeneidad étnica de los individuos.

Los estudios de los SNPs asociados a la DT2 a nivel mundial han cobrado fuerza por lo que ahora
se tienen que realizar también estudios que se asocien a la aparicién de complicaciones de la
enfermedad ya que creemos que de esta manera se podra contar con un grupo de polimorfismos
que se puedan utilizar en un futuro cercano como una herramienta pronostica en el control de esta

patologia.
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10. CUADROS

Cuadro 1. Distribucién de las Caracteristicas Clinicas en 200 sujetos atendidos en el

Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez de Marzo a Agosto de 2020

Variables de Estudio

Media Aritmética

Mediana

Valor

1C95% Rango Intercuartil Minimo-Maximo
Edad (afos) 60.64 62 46 a 77
55.31 a 65.96 10
Tiempo de evolucion 13 15 5a20
(ahos) 9.46 a 16.54 10
IMC kg/m? 26.91 23.8 22.9a35.10
23.56 a 30.26 9.3
HbA1c (%) 11.83 11.9 6.6a16.2
10.02 a 13.64 3
Glucosa en ayuno (mg/dl) 185.36 174 107 a 270
152.07 a 218.64 89
LDL (mg/dl) 87.90 85 49 a 140
68.42 a 107.39 47
HDL (mg/dl) 42.45 41 49 a 140
34.2a50.7 7
Triglicéridos (mg/dl) 205.45 173 69 a 674
93.1a317.7 135
Tiempo de evoluciéon 6.45 8 1a10
retinopatia (afios) 4.3 a 8.61 5
Tiempo de evolucién 3.64 3 1a6
nefropatia (afios) 2.46 a 4.81 2
Tiempo de evolucion 1.82 2 1a4
neuropatia (afos) 1.16 2 2.48 1

IC95%: Intervalo de Confianza al 95% . IMC: indice de masa corporal. HbA1C: Hemoglobina

glucosilada. LDL: Colesterol de baja densidad. HDL: Colesterol de alta densidad.
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Cuadro 2. Distribucion de las Caracteristicas Clinicas en 200 sujetos, segun grupo de estudio,
atendidos en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez de Marzo a Agosto de 2020

Variables de Estudio Caso Control Prueba Estadistica
(n=100) (n=100)
Media Aritmética Media Aritmética Nivel de Significancia
1IC95% 1C95%
Mediana Mediana
Rango Intercuartil Rango Intercuartil
58.63 53.85
Edad (afios) 56.07 a 61.19 51.07 a 56.63
T-Student= 2.51
62 58 P =0.013
14 21
13.09 14.14
12.06 a 14.2 13.09 a 15.19 T-Student=-1.41
Tiempo de evolucion (ahos) P =0.15
12 13.5
6 9
28.45 25.11
27.62 a 29.7 24.43 a 25.78 T-Student=6.21
IMC kg/m? P =0.25
28.4 23.85
7.3 4.20
10.04 8.69
8.10a 11.99 7.3a10.04 T-Student=1.137
HbA1c (%) P =0.001
9.1 7
1.9 0.7
152.83 135.79
146.08 a 159.58 131.09 a 140.48 T-Student=4.11
Glucosa en ayuno (mg/dl) P =0.001
149 129
35 14
85.57 101.84
79.95a91.19 96.5 a 107.08 T-Student=-4.2
LDL (mg/dl) P =0.04
85 110
47 35
42.79 43.21
40.31 a 45.27 41.67 a 44.74 T-Student=-0.28
HDL (mg/dl) P =0.77
39 40
8 12
184.64 212.32
157.8 2 211.48 194.83 a 229.80 T-Student=-1.71
Triglicéridos (mg/dl) P =0.08
173 190
103 60

n: Numero de pacientes. 1C95%:

HbA1C:Hemoglobina glucosilada.
LDL: Colesterol de baja densidad. HDL: Colesterol de alta densidad. Nivel de significancia en p < 0.05.

Intervalo de Confianza al 95% .

IMC: indice de masa corporal.
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Cuadro 3. Distribucion de las Caracteristicas Clinicas en 200 sujetos, segun grupo de estudio, atendidos
en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez de Marzo a Agosto de 2020

Variables de Estudio Poblacion Caso Control Prueba Estadistica
n (%) n (%) n (%) Nivel de Significancia

Sexo

- Masculino 125 (62.5%) 67 (67%) 58 (58%) X2=1.72

. Femenino 75 (37.5%) 33 (33%) 42 (42%) P=0.18

HAS

=  Si 92 (46%) 60 (60%) 32 (32%) X2=15.78

. No 108 (54%) 40 (40%) 68 (68%) P =0.0001

n: Numero de pacientes. HAS: Hipertension arterial sistémica. Valor de p con chi cuadrada de Pearson, nivel de significancia en p < 0.05.

Cuadro 4. Informacion de los SNPs estudiados*

Gen SNP Cromosoma Posicién en el Alelos Ubicacién
gen reportados
CACNA1D rs312480 53495113 T>C 5 UTR
rs312486 3 53511427 G>A/G>C Intrén
rs9841978 53696708 G>A Intrén
rs12487452 53758384 C>A/C>G Intrén

*Informacion tomada de |la base de datos dbSNP encontrada en el NCBI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/.

Cuadro 5. Frecuencia alélica de los polimorfismos de los genes de los canales iénicos
CACNA1D

Gen Alelos Casos (%) Controles (%) P OR (95%Cil) *

CACNA1D  rs312480C 94 100 0.72 0.03 (0.01-0.3)
rs312480T 6 0 0.72 26.03 (0.76-29.49)
rs12487452C 65 55 0.0005 1.54 (1.03-2.30)
rs12487452G 35 45 0.0005 0.65 (0.43-0.97)
rs9841978G 73 94 0.0009 0.17 (0.09-0.33)
rs9841978A 27 6 0.0009 5.78 (2.99-11.19)
rs312486C 77 96 0.02 0.12 (0.05-0.28)
rs312486G 23 4 0.02 8.03 (3.52-18.27)

* Odds ratio (95% Intervalo de confianza). Caracteres en negritas y cursivas indican asociacion.
Caracteres en negritas indican tendencia de asociacion. Valor de p con chi cuadrada de Pearson,
nivel de significancia en p < 0.05.
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Cuadro 6. Frecuencia genotipica de los polimorfismos de los genes de los canales i6nicos

CACNA1D.

Gen Genotipos Casos (%) Controles (%) Jo] OR (95%Cl) *

CACNA1D  rs312480CC 88 100 0.0004 0.04 (0.02-0.6)
rs312480CT 12 0 0.0004 27.76 (4.15-30.56)
rs12487452CC 38 16 0.0005  3.17 (1.62-6.18)
rs12487452CG 55 78 0.003 0.35 (0.18-0.64)
rs12487452GG 7 6 0.79 1.17 (0.38-3.60)
rs9841978AA 0 6 0.03 0.07 (0.01-0.10)
rs9841978GA 54 0 0.04 2.34 (1.31-6.85)
rs9841978GG 46 94 0.30 0.06 (0.02-0.15)
rs312486CC 55 93 0.03 0.09 (0.04-0.21)
rs312486CG 45 7 0.03 10.91 (4.61-25.83)
rs312486GG 0 0 0.15 0.98 (0.50-1.25)

* Odds ratio (95% Intervalo de confianza). Caracteres en negritas y cursivas indican asociacion.
Caracteres en negritas indican tendencia de asociacion. Valor de p con chi cuadrada de Pearson,

nivel de significancia en p < 0.05.

Cuadro 7. Frecuencia de haplotipos de los polimorfismos de los genes de los canales
ionicos CACNA1D.

Gen Haplotipos Casos (%) Controles (%) p OR (95%Cl) *

CACNA1D CCGC 36.40 51.50 0.002 0.54 (0.36-0.80)
CCGG 30.00 42.00 0.012 0.59 (0.39-0.89)
CGAC 15.20 2.90 0.05 5.87 (2.38-14.5)
CCAG 4.10 4.10 0.73 1.36 (0.46-3.99)
CGGC 4.70 4.70 0.73 6.82 (0.86-7.40)
TCAC 3.90 0.01 0.013 17.31 (2.08-19.4)
CCAC 3.00 3.00 0.40 11.28 (0.02-58.51)

* Odds ratio (95% Intervalo de confianza). Caracteres en negritas y cursivas indican asociacion.
Caracteres en negritas y subrayado indican proteccién. Valor de p con chi cuadrada de Pearson,

nivel de significancia en p < 0.05.

30



Cuadro 8. Resultados obtenidos en la regresion logistica binaria.

Error 95% C.lI. para OR
Variable estandar Wald p OR Inferior Superior

Edad 0.02 2.65 0.01 1.97 1.93 2.01
Glucosa en ayunas 0.01 12.04 0.0005 1.97 1.95 1.99
LDL 0.51 4.30 0.04 1.35 1.13 1.94
HTAS 0.01 7.75 0.005 1.02 1.01 1.04
Hb glicosilada 0.14 443 0.001 1.34 1.02 1.76
rs9841978 GA 0.86 4.51 0.03 6.20 1.15 13.48
rs312486 CC 1.36 9.51 0.002 6.60 4.60 9.45

La variables dependientes para este analisis fue: con complicaciones microvasculares y sin complicaciones microvasculares.
Variables independientes utilizadas para el analisis: Edad del Paciente (afios), Género (mujer, hombre), IMC (kg/m2),
Hipertension (presente, ausente), Hemoglobina Glicosilada (%), Glucosa en ayunas (mg/dL), Tabaquismo (presente,
ausente), LDL (mg/dL), HDL (mg/dL), TAG (mg/dL), rs312480, rs9841978, rs312486 y rs12487452.

Cuadro 9. Resultados obtenidos en la regresion logistica multinomial.

95% CI para OR

Complicaciones Error Limite Limite
Microvasculares Variable estandar Wald p OR inferior superior
Retinopatia Edad 0.05 649 001 112  1.03 1.22

HTAS 1.29 9.84 0.002 5.92 4.55 7.1
rs9841978 GA 3.21 9.47 0.002 9.72 3.62 10.72
rs312486 CC 1.60 8.90 0.003 1.09 1.0004 1.19
Nefropatia rs9841978 GA 6.36 487 003 125 480 32.80
Neuropatia rs9841978 GA 5.09 470 003 618 290 13.16

Variables utilizadas para el analisis: Edad del Paciente (afios), Género (mujer, hombre), IMC (kg/m?), Hipertension (presente,
ausente), Hemoglobina Glicosilada (%), Glucosa en ayunas (mg/dL), Tabaquismo (presente, ausente), LDL (mg/dL), HDL
(mg/dL), TAG (mg/dL), rs312480, rs9841978, rs312486 y rs12487452.
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11. FIGURAS
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Figura 1: Grafico de cajas y bigotes de la variable Edad, segtin grupo de estudio.
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Figura 2: Grafico de cajas y bigotes de la variable Tiempo con la Diabetes tipo 2, segtin grupo de estudio.
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Figura 3: Grafico de cajas y bigotes de la variable indice de Masa Corporal, segtin grupo de estudio.
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Figura 4: Grafico de cajas y bigotes de la variable Hemoglobina Glucosilada, segtin grupo de estudio.
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Figura 5: Grafico de cajas y bigotes de la variable Glucosa en Ayunas, segun grupo de estudio.
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Figura 6: Grafico de cajas y bigotes de la variable LDL, segtin grupo de estudio.
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Figura 7: Grafico de cajas y bigotes de la variable HDL, seguin grupo de estudio.
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Figura 8: Grafico de cajas y bigotes de la variable Triglicéridos, segtin grupo de estudio.



/

rs312480
rs312486
rs9841978
rs12487452

Block 1 (263 kh)
1 2 3

-

Figura 9. Desequilibrio de ligamiento (LD) entre los SNPs de CACNA1D, genotipificados en la
diabetes tipo 2. La grafica de LD fue creada por HAPLOVIEW 4.2.
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