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2. RESUMEN

El rapido aumento de la prevalencia de diabetes tipo 2 (DT2) ha sido un problema
importante de salud publica en todo el mundo, incluyendo México. La prevalencia de la
diabetes en México ha aumentado casi 10 veces en los Ultimos 25 afios y es actualmente
uno de los paises que reporta una de las més altas incidencias en todo el mundo (10,9%).
Esto sugiere que la poblacion mexicana muestra mayor susceptibilidad a desarrollar la
diabetes tal vez por el tipo y el numero de genes implicados, la influencia de factores
ambientales como cambios de estilo de vida y la migracion de las zonas rurales a zonas
urbanas, y la adquisicion de habitos alimenticios mas occidentalizados (Tusié, 2005).

Nuestro objetivo principal fue el realizar un estudio de frecuencias genotipicas y
alélicas de 3 polimorfismos del gen CDKAL1 en grupos de pacientes con sindrome
metabdlico (SM), DT2 vy sujetos control de la ciudad de México, para identificar una
posible asociacion con estos padecimientos. La identificacion, mediante el analisis
genético, de los genes implicados en el desarrollo de estas enfermedades constituye un
poderoso instrumento para revelar la clave de las rutas que estan involucradas en su
predisposicion y progresion. La n estimada para cada uno de los grupos de estudio fue de
500 en cada uno de los siguientes grupos: SM, DT2 y Control; los grupos se formaron
dependiendo del resultado de sus caracteristicas clinicas y antropomeétricas, posteriormente
se genotipificd a cada uno de ellos con los tres SNPs en estudio (rs7754840, rs9465871 y
rs10946398) por medio de la técnica PCR en tiempo real utilizando el equipo 7900HT con
sondas TagMan de Applied Biosystems.

Las frecuencias genotipicas de nuestros grupos de estudio se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias alélicas y genotipicas no muestran
asociacion con SM y DT2 obteniendo valores de P > 0.05. Sin embargo, el analisis de
asociacion de estos SNPs con las caracteristicas clinicas de cada grupo mostrd
asociaciones. El grupo con SM mostrd asociacion con la edad (P=0.028), insulina
(P=0.048), HOMA2 %B (P=0.032) y HOMAZ2-IR (P=0.020) con el rs10946398 y cuando
separamos nuestro estudio con base en el género se encontr6 la asociacién con IMC
(P=0.045) en mujeres con respecto al rs7754840. En el grupo con DT2 se localizaron
asociaciones con IMC relacionado con el rs7754840 (P=0.034) y el rs10946398 (P=0.021),
el género con el rs7754840 (P=0.029) el rs10946398 (P=0.010) cuando se separé por
género se mostro la asociacion de TAD (P=0.042) con el rs9465871 en hombres y se
mantuvo la asociacién con IMC (P=0.028) con el rs10946398 en mujeres. El grupo control
mostrd la asociacion del rs10946398 con TG (P=0.03) debido a que en el grupo control hay
parametros biogquimicos y clinicos que no cumplen con una persona sana pero tampoco
reine los requisitos para clasificarlos en alguno de nuestros grupos de estudio.

Dada la relevancia de estos padecimientos en la salud de la comunidad se requiere
encontrar estrategias cientificas que acorten los tiempos en la generacién de conocimientos
y que permitan disefiar modelos de prevencion y tratamiento. La meta se alcanzara cuando
estos modelos sean operables a través de programas asistenciales y se logre disminuir la
frecuencia de estas entidades.



3. MARCO TEORICO

3.1 Glucosa

La glucosa tiene un papel importante dentro de la regulacion de energia en el
organismo y esta depende principalmente de la insulina producida en pancreas, que
mantiene los niveles compatibles con la vida. El glucagon, glucocorticoides, catecolamina
y hormona del crecimiento (Marc et al., 2002) regulan las cantidades de ésta en el
organismo. En las células beta del pancreas se encuentran reguladores de glucosa que
funcionan como sensores que tiene la capacidad de percibir pequefios cambios,
respondiendo de inmediato con una secrecion de insulina proporcional. En condiciones
normales, si existe mayor demanda por una elevacién mantenida de la glucosa, aumenta la
sensibilidad a ella y es capaz de estimular la replicacion de las células beta. Estos efectos
tienen una distinta secuencia temporal: en segundos responde a los cambios de glucemia,
en minutos aumenta la sensibilidad y en semanas se adapta incrementando la masa celular.

Para la produccion del adenosintrifosfato (ATP), compuesto indispensable en muchas
de las reacciones que se llevan a cabo en la célula, se necesitan varios sustratos
energéticos, entre los cuales la glucosa es el de mayor importancia. Debido a que ésta no
difunde a través de la bicapa lipidica, debe ser transportada al interior de la célula. Este
transporte lo realizan dos grupos de proteinas: los transportadores SGLT o transportadores
de glucosa y sodio (sodium glucose transporters) y los transportadores GLUT o
transportadores de glucosa (glucose transporters) (Diaz et al., 2002). La captacion de
glucosa es el paso limitante en su utilizacion y almacenamiento. La insulina estimula su
transporte dentro del masculo y el tejido adiposo debido al incremento en la concentracion
del GLUT-4 (Transportador de glucosa 4) en la superficie celular, esta accion de la
insulina, incrementa de 10 a 40 veces la glucosa transportada por las células. Dentro de las
células musculares la glucosa es rapidamente fosforilada por la hexocinasa para ser
almacenada como glucdgeno en el higado debido a la activacion de la glucogeno sintasa u
oxidada para generar ATP por la activacion de enzimas como la piruvato cinasa. En el
adipocito, la glucosa es transformada y almacenada principalmente como lipidos, debido a
su incremento en el citosol y a la activacion de enzimas de sintesis lipidica; la insulina
inhibe la lipolisis en las células del tejido adiposo principalmente a través de la
inactivacion de la lipasa y en el higado inhibe la produccion y liberacion de glucosa,
debido al bloqueo de la gluconeogénesis y glucogendlisis (Saltiel et al., 2001).

Debido a la presencia de diversas alteraciones en el transporte y consumo de glucosa

por el organismo existen enfermedades multifactoriales como el SM y DT2 que han tenido



auge durante el siglo pasado y han tomado una gran magnitud en el presente convirtiéndose
en pandemias.

3.2 Sindrome Metabolico.

El Sindrome Metabdlico es una entidad clinica que se presenta en personas con
predisposicion, determinada genéticamente y condicionada por factores ambientales. Se
caracteriza por la presencia de resistencia a la insulina e hiperinsulinemia asociados a
trastornos del metabolismo de carbohidratos, cifras elevadas de presion arterial,
alteraciones lipidicas (hipertrigliceridemia, descenso del C-HDL, aumento de C-LDL,
aumento de acidos grasos libres y lipemia postprandial) y obesidad (Grundy et al., 2005),
asociado a un incremento de 5 veces en la prevalencia de DT2 y es considerado un
elemento importante en la epidemia actual de diabetes, de manera que se ha convertido en
un problema de salud puablica en todo el mundo (Paul et al., 2005, Rodriguez, 2002). Este
padecimiento afecta a cerca de una cuarta parte de la poblacién mayor de 40 afios en
Mexico.

Reaven (Reaven, 1988) fue quien por primera vez postuld la asociacion de estas
entidades clinicas con la resistencia a la insulina y describi6 el sindrome X, actualmente
conocido como SM o sindrome de resistencia a la insulina. La DT2 se es un estado de
resistencia a la insulina y por lo tanto en forma estricta, el beneficio practico de establecer
el diagnostico de este sindrome, es cuando éste se realiza en forma temprana, antes del
diagnostico de la misma (Lerman et al., 2004).

Como ya lo hemos mencionado la insulina tiene una funcion central en la regulacion
del metabolismo. Un defecto en su secrecién o accidn tiene mdltiples y complejas
consecuencias metabdlicas. Himsworth, en la década de los 30-40, estudié la respuesta a la
insulina en diferentes grupos de individuos y demostrd que era frecuente encontrar una
menor sensibilidad a la accién de la insulina en pacientes obesos y/o diabéticos. El
advenimiento del radioinmunoensayo, confirmé que las concentraciones de insulina se
encontraban habitualmente elevadas en pacientes obesos y/o con intolerancia a
carbohidratos o en aquellos con diabetes de reciente diagnostico. Durante las décadas de
1970 y 1980 se crearon diversos métodos incluyendo la pinza metabdlica que miden
directa o indirectamente la secrecion y accion de la insulina. Estos avances han permitido
entender mejor el papel que tiene la resistencia a la insulina en la fisiopatologia de la
diabetes y su asociacion con la hipertensién arterial, las dislipidemias, la aterosclerosis, el
sindrome de ovario poliquistico y algunos estados pro coagulantes (Reaven, 1998, Ford et
al., 2002).



3.2.1 Fisiopatologia del SM.

En la fisiopatologia del SM se cubren alteraciones del metabolismo glucolipidico,
estados proinflamatorios y protrombdticos. El vinculo entre todas ellas se atribuye a la
resistencia a la insulina (RI), favorecida por el aumento de acidos grasos libres, muchas
veces relacionado con el sobrepeso. Este estado provoca trastornos en la utilizacion de
glucosa celular, asi como desregulacion de su producciéon hepética. EI metabolismo
lipidico presenta también las consecuencias de la RI, que desembocan en las alteraciones
caracteristicas del SM: hipertrigliceridemia y niveles bajos de C-HDL (Laclaustra et al.,
2005).

La fisiopatologia del SM aln esta en estudio. Se propone que la mayor actividad
lipolitica de la grasa abdominal provoca aumento de la sintesis de triglicéridos. La
acumulacién de &cidos grasos de cadena larga en el higado, musculo y algunas areas
cerebrales sumada a la toxicidad pancreética ejercida por estos acidos grasos constituye
factores fundamentales en las modificaciones metabolicas que permiten la aparicion de
este sindrome (Flordellis et al., 2005).

Como parte del modelo se sugiere que el aumento de los acidos grasos puede
provocar: disminucion de la captacion periférica de glucosa al inhibir la union de los
transportadores Glut-4 a la membrana celular, disminucion de la secrecion de insulina por
las células B del pancreas (efecto lipotoxico) y aumento de la sintesis de triglicéridos
hepéaticos y VLDL que condicionan la generacion de LDL pequefias y densas (Davidsson
et al., 2005).

3.2.2 Diagndstico de SM.

La causa del SM no se conoce con certeza, se postulan tres posibles etiologias:

1. Obesidad.

2. Alteraciones en el metabolismo del tejido adiposo con resistencia a la insulina.

3. Factores independientes (moléculas de origen hepatico, vascular, inmunolégico)

que median en la aparicion de componentes especificos del SM.

Otros factores como el envejecimiento, un estado proinflamatorio y cambios
hormonales también pueden contribuir al desarrollo de éste. A continuacion se enlistan
diferentes factores asociados con un mayor riesgo de desarrollar el SM (Ginsberg, 2000).

» Sobrepeso, particularmente si la distribucién del mismo es central.
» Estilo de vida sedentario.

» Edad mayor de 40 afios.



» Etnicidad: Latinos, Hispanoamericanos, Afroamericanos, grupos nativos americanos,
Americanos de origen asiatico y residentes de las islas del pacifico, tienen mayor
riesgo.

Historia familiar con DT2, hipertension arterial o enfermedad cardiovascular.

Historia de intolerancia a carbohidratos o diabetes gestacional.

Acantosis nigricans.

Sindrome de ovario poliquistico.

YV V V VYV V

Esteatosis hepatica no alcoholica.

No se ha precisado si efectivamente la resistencia a la insulina es un factor causal o
simplemente un marcador asociado a todas estas alteraciones metabolicas o si el mayor
riesgo es parcialmente debido a ésta 0 a la suma de todos los factores de riesgos que
participan en forma individual en este sindrome (Ginsberg, 2000). En el tabla 1 se

incluyen los parametros a evaluar en todo paciente con sospecha de SM.

Tabla 1. Sindrome metabolico evaluacion clinica (Lerma et al., 2004).

Estado de tolerancia a la glucosa )
Curva de tolerancia a la glucosa oral
e Glucosa de ayuno alterada/ _ _
. . e Requiere de 8 h de ayuno y una curva de tolerancia oral a la glucosa.
intolerancia a la glucosa.
e Resistencia a la insulina——» e  Aun no recomendada en la practica clinica cotidiana (insulina en ayuno)
indice de Masa Corporal — Requiere de medicion de peso v talla.
Circunferencia de cintura ——  Circunferencia del abdomen a nivel del ombligo

Relacion cintura/cadera — Circunferencia de la cadera a nivel de la cresta iliaca

Triglicéridos — Requiere ayuno minimo de 8 horas.
Colesterol-HDL — Requiere de muestra de sangre en ayunas
Tension arterial — Dos determinaciones después de que el paciente permanece sentado

por 5 minutos.

Es comun encontrar resultados contradictorios al hablar del SM por las multiples
definiciones y criterios diagndsticos establecidos acerca del mismo y la ausencia de un
marcador genético o prueba diagndstica especifica.

3.2.3 ¢ Qué definicion utilizamos?

Mientras los criterios para diagnosticar DT2, obesidad, e hipertension arterial son
claros, no ocurre lo mismo con el SM. Diferentes grupos de investigadores han
desarrollado las definiciones existentes y los criterios clinicos para el SM (Tabla 2).
Actualmente se conocen las del Grupo Europeo para el estudio de la Resistencia a la
Insulina (EGIR), la OMS (Alberti et al., 1998), y grupos del NCEP ATP Il (Executive



Summary of The Third Report of The NCEP ATP I, 2001) entre otros; todos coinciden
en que los componentes béasicos del SM son: obesidad, resistencia a la insulina,
dislipidemia e hipertension. Sin embargo, emplean diferentes parametros para medir estas
alteraciones (Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood
Colesterol in Adults, 2001).

La Federacion Internacional de Diabetes (IDF) propuso una nueva definicion,
posteriormente a finales del afio 2005, la American Heart Association (AHA) difunde unas
guias de practica clinica para orientar al médico especialista y de atencion primaria sobre el
diagndstico y manejo de SM en adultos.

Estas guias concluyen que aunque los criterios del ATP 1Il son dtiles, requieren
ciertas modificaciones de acuerdo a la poblacion en estudio (Grundy et al., 2005). Se
incluye como factor anormal la hipertension arterial tanto diastolica como sistolica, o el
tratamiento para esta patologia, segin las recomendaciones de la IDF. De acuerdo con lo
recomendado por la Sociedad Americana de Diabetes, los niveles de glucosa en ayunas se
reducen de 110 mg/dL a 100 mg/dL. Los niveles de triglicéridos y colesterol HDL siguen
con la definicién de ATP IlI; sin embargo, se incluyen aquellos pacientes con tratamiento
especifico para tales dislipidemias. Con respecto a lo sugerido por la IDF, se aceptan las
diferencias étnicas en cuanto el perimetro abdominal (tabla 3), las cuales deben ser
ajustadas segun el grupo poblacional evaluado (Lombo et al., 2007).

El diagnostico para SM en este estudio esta basado en los criterios establecidos por la
AHA 2005, ya que estos criterios son los que mas se acoplan a nuestra poblacion.

La importancia de hacer el diagnostico de SM radica en que cuando esta presente en
un paciente es indicador de un elevado riesgo a padecer enfermedades tales como la DT2
y enfermedad cardiovascular o algun otro trastorno asociado con el SM. Por otra parte,
cuando coexisten solamente algunos de los factores simultdneamente (no se cumplen todos
los criterios para diagnosticar el sindrome) es un alerta para mantener la vigilancia del

paciente.



Tabla 2. Criterios diagnosticos de sindrome metabolico (Susanne, 2007, Pineda, 2008).

Criterio OMS (1998) EGIR (1999) ATP 111 (2001) AACE (2003) IDF (2005) AHA/NHLBI (2005)
RI AGA!, IC? DT2%0 Insulina plasmatica > Ninguno AGA 0 IC més Ninguno Ninguno
sensibilidad perc 75. Dos més de Tres 0 mas de los cualquiera de los Tres 0 mas de los
disminuida a la los siguientes siguientes. siguientes segun siguientes.
insulina®. juicio clinico.
Obesidad Dos mas de los sig. H: PA®>94 cm H: PA>102 cm IMC > 25 PA elevada segun H: PA>102 cm
esida H:RCC">0.9 M: PA >80 cm M: PA >88 cm cuadro Il méas dos de M: PA >88 cm
M:RCC>0.85 y/o los siguientes.
IMC =30
o . TG>150mg/dL y/o TG'>150mg/dL y/o TG>150mg/dL y/o TG>150mg/dL y/o TG>150mg/dL o con TG>150mg/dL o con
Dislipidemia ~ H: HDL<35mg/dL. HDL® <39mg/dL. H: HDL<40mg/dL.  H: HDL<40mg/dL. medicamentos para medicamentos para | TG
M:HDL<39 mg/dL. M:HDL<50 mg/dL. = M:HDL<50 mg/dL. |TG H:HDL<40mg/dL. = H: HDL<40mg/dL.
M:HDL<50 mg/dL o M:HDL<50 mg/dL o
medicamentos para medicamentos para
aumentar HDL. aumentar HDL.
Presion >140/90 mmHg >140/90 mmHg 6 con >130/85 mmHg >130/85 mmHg >130/85 mmHg o en >130/85 mmHg o en
Arterial antihipertensivos. tratamiento tratamiento
antihipertensivo antihipertensivo
Glucemia AGA, IC0oDT2 AGA, ICODT2 > 110 mg/dL AGA, IC pero no > 110 mg/dL >110 mg/dL o con
incluyendo DT2. DT2 incluyendo DT2. medicamentos anti -
diabéticos incluyendo
DT2.
Otros Microalbuminuria Otras caracteristicas

de IR Apéndice 1.

1. AGA: Alteracion de glucosa en ayuno 2. IC: Intolerancia a carbohidratos 3. DT2: Diabetes tipo 2 4. Condiciones de hiperinsulinemia euglucémica con toma de glucosa

en el cuartil

inferior

5. RCC: Relacion cintura/cadera 6. PA: Perimetro Abdominal.

7. Triglicéridos 8. HDL: Lipoproteinas de alta densidad.



Tabla 3. Cifras de perimetro abdominal (Pineda, 2008).

Gruno étnico/reaién aenero perimetro abdominal (cm)
Europeos Hombres >94
Mujeres >80
EUA Hombres >102
Mujeres >88
Asia sudeste/chinos Hombres >90
Mujeres >80
Latinoamericanos (incluida Colombia)*  Hombres >90
Muieres >80

*No hay estudios pero se recomienda usar los limites de la poblacion asiatica.

3.3 Diabetes.

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizada por
hiperglicemia, resultado de defectos en la secrecion o accion de la insulina, o ambos. La
hiperglicemia cronica en la diabetes esta asociada con dafio, disfuncion y falla de varios
organos, especialmente de ojos, rifiones, nervios, corazén y vasos sanguineos (Report of
The Expert Committe on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2007).

Los pacientes con diabetes presentan alteraciones progresivas con el deterioro de la
tolerancia a la glucosa, tanto en la sensibilidad a la insulina como en la funcionalidad de la
célula beta. Los principales sintomas de la hiperglucemia son la poliuria, polidipsia,
pérdida de peso, algunas veces polifagia y la visién borrosa (SSA, 2000) y esta se clasifica
en cuatro grupos principalmente (tabla 4), la asignacion del tipo de diabetes para una
persona a menudo depende de las circunstancias presente en el momento del diagndéstico, y
muchas las personas diabéticas no encajan facilmente en un sola clase.

La gran mayoria de los casos de diabetes se dividen en dos grandes categorias
etiopatogenéticas. En una categoria, la diabetes tipo 1, la causa es una deficiencia de la
secreciéon de insulina. Las personas en mayor riesgo de desarrollar este tipo de diabetes
puede ser a menudo identificadas por las pruebas serolégicas de un proceso patoldgico
autoinmune que ocurre en los islotes pancreéaticos y genéticos marcadores.

En la otra, mucho mas frecuente categoria, la DT2, la causa es una combinacion de
resistencia a la insulina de accion y una compensacion insuficiente de insulina respuesta
secretora (Report of The Expert Committe on the Diagnosis and Classification of Diabetes
Mellitus, 2007).



Tabla 4. Clasificacion etioldgica de la diabetes (American Diabetes Association, 2007).

e Diabetes tipo 1 (Destruccion de células B, por lo general conduce a la deficiencia absoluta de

insulina).
o Mediada por el sistema inmune.
o Ididpatica.

e Diabetes tipo 2 (puede variar entre la accion o accion de la insulina o ambas)

e Diabetes de otros tipos especificos:

o Defectos genéticos de la funcion de las células 3
Defectos genéticos en la accion de la insulina
Enfermedades pancreéticas.
Trastornos hormonales (endocrinopatias).
Pancreopatias secundarias a medicamentos o sustancias quimicas.
Anormalidades moleculares de la insulina o sus receptores celulares.
Formas poco frecuentes de diabetes mediada por inmunidad
Algunos otros sindromes genéticos.

O O O O O O O

e Diabetes gestacional

Los pacientes con cualquier forma de diabetes pueden requerir tratamiento con insulina en algin momento de
su enfermedad. El uso de esta no sirve para clasificar al paciente.

3.3.1 Prevalencia de diabetes en México y el Mundo.

La Encuesta Nacional de Salud 2000 encontr6 una prevalencia de DM2 de 10.9% en
la poblacién mexicana. (Velasquez et al., 2002) Este dato representa un incremento con lo
reportado por la Encuesta Nacional de Enfermedades Cronicas en 1993: 8.2% con DM2
(ENEC 1993, Fig. 1). Y se espera que existan 11.7 millones de mexicanos con diabetes
para el afio 2025 (IDF, 2003).

Un anélisis reciente del Estudio de Diabetes de la Ciudad de México encontrdé que
16% de mujeres y 14.2% de hombres desarrollaron el SM en 6 afios de seguimiento, y de
éstos, 46% de mujeres y 44% de hombres desarrollaron DM2 (Han et al., 2002). La
incidencia de DT2 (aproximadamente 1% anual) de este estudio es alarmante. La cohorte
de este estudio es de un estrato socioecondmico bajo, por lo que su generalizacion al resto
de la poblacion es cuestionable, pero demanda una valoracion pronta. Aunque no existe
una estimacion de la prevalencia del SM en poblacion mexicana, el aumento en el
sobrepeso/obesidad en época reciente probablemente se acompafia de un aumento de tal
sindrome, lo cual coincide con el aumento en DT2. A su vez, el incremento en la
mortalidad por cardiopatia isquémica en México, observado en las Gltimas décadas tiene
una contribucion importante derivada del aumento en DT2 (Carrillo et al., 2006).

Un estudio realizado en Mexico, indica que la diabetes es la tercera causa de
mortalidad general y la primera causa de mortalidad en grupos de personas de 55 - 64 afios
de edad (Barquera et al., 2003).



En sélo cuatro afios (de 2000 a 2004), la proporcion de la mortalidad general por
diabetes y enfermedades cardiovasculares se elevé del 24.9 a 28.7% en hombres y del 33.7
a 37.8% en mujeres. Como consecuencia desde el afio 2000 la cardiopatia isquémica y la

diabetes son las dos causas de muerte mas frecuentes en México (Cordova et al., 2008).

ENEC 1993 ENSA 2000
Nacional: 8.2% Nacional: 10.9%

Fig. 1. Comparacion de prevalencia de diabetes mellitus en dos encuestas nacionales 1993
y 2000 (ENEC 1993/ ENSA 2000/ CNVE / SSA).

La diabetes mellitus durante mucho tiempo considerada una enfermedad de menor
importancia de salud en el mundo, ahora esta tomando su lugar como una de las amenazas
principales para al salud humana en el siglo XXI, por esto ha surgido la necesidad urgente
de determinar estrategias para prevenir la epidemia global emergente de DT2 (Zimmet,
2000). Los cambios relevantes en el medio ambiente, la conducta como la modernizacion
de la sociedad contemporanea y las formas de vida humana son acompafiados por el
aumento de los indices de obesidad y diabetes tanto en paises desarrollados, como aquellos
en vias de desarrollo, México entre ellos. En menos de cuatro décadas la diabetes se ha
convertido en el problema de salud principal de México y por la distribucion de edad de la
poblacién y el predominio cada vez mayor de la obesidad y sindrome metabdlico en nifios
son indicadores de la alta prevalencia a futuro (Rull, 2005). De tal forma, es necesario
dilucidar la interrelacién de estas entidades, los mecanismos patogénicos que favorecen el
desarrollo de estos padecimientos y como ya mencionamos establecer medidas preventivas

(Trejo, 2004), ademas, un esfuerzo enorme sera requerido para educar a la poblacion y a
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los médicos para mejorar el diagnéstico y el tratamiento de pacientes con diabetes (Rull,
2005).

En 2007, méas del 80% de los 246 millones de personas con diabetes viven en paises
de ingresos bajos y medios, en donde los recursos sanitarios son limitados (Fig. 2).
Ademaés, las personas pertenecientes al grupo de edad de jovenes adultos forman hoy el
grueso de la poblacién mundial que vive con DT2; alrededor del 46% de los adultos con

diabetes pertenece al grupo de edad que va de los 49 a los 59 afios (Peter, 2007).

Mundo

2007: L]
2025 L]
Incremento

Fig. 2. Proyecciones mundiales de las personas con diabetes (Grupo de edad entre 20 y 79
afios), 2007-2025 (millones) (Peter, 2007).

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica que lleva a complicaciones
incluyendo enfermedad cardiaca, insuficiencia renal, retinopatia. La DT2, caracterizada por
resistencia a la insulina en su tejido blanco, es epidémica de sociedades industrializadas y
se asocia fuertemente a obesidad; sin embargo, los mecanismos por los cuales los
adipocitos causan el incremento a la resistencia a la insulina es todavia confuso (Claire,
2001).

En estas Gltimas décadas se han hecho avances en la identificacion de genes que
confieren susceptibilidad o resistencia a la diabetes (Fig. 3). Regiones identificadas a

través de enfoques de genes candidatos se encuentran en negro, y los estudios de
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asociacion en todo el genoma encuentran en rojo. Las regiones que se muestra en azul
(WFS1, IFIH1, TCF7L2) fueron identificados a través de estudios de blsqueda en todo el
genoma que, aunque es amplia, no se ha completado. Se debe tener en cuenta que en
muchos casos aln no esta claro si los genes son en realidad la lista de causalidad, ya que

las variantes dentro de la region pueden estar asociadas a través de otros genes cercanos.

; 2
Type 1 diabetes 12924

1213
HLA PTPN2

D10 1995 [

SLC30A8
FTO
Type 2 diabetes CDKAL1
CDKN2A/B
IGF2BP2
WFS1
TCF2

Fig. 3. Cronograma de identificacion de nuevas variantes que confieren a la susceptibilidad
a padecer DT2 (Frayling et al., 2007).

3.3.2 Diabetes Tipo 2 (DT2).

La Diabetes Tipo 2 (DT2) es un sindrome multifactorial que involucra factores
genéticos, nutricionales y ambientales, la expresion de la enfermedad depende de muchos
genes que tienen pequefios efectos y muestran una predisposicion familiar, lo cual es un
fuerte indicativo para involucrar genes de susceptibilidad en la enfermedad (Tilburg et al.,
2001) que no Unicamente interaccionan con otros, sino ademas con factores ambientales;
aunque esta predisposicion puede ser determinada por muchas combinaciones de
variaciones genéticas (genotipos). La hiperglicemia cronica en la diabetes esta asociada con
dafo, disfuncion y falla de varios 6rganos, especialmente de 0jos, rifiones, nervios, corazén
y vasos sanguineos (Report of The Expert Committe on the Diagnosis and Classification of
Diabetes Mellitus, 2007). Los principales sintomas de hiperglucemia son: poliuria,
polidipsia, pérdida de peso, algunas veces polifagia y vision borrosa (SSA 2000). Dando
como resultado un origen complejo y multifactorial, asocidndose principalmente con
obesidad, concentracién elevada de triglicéridos, baja concentracion de C-HDL vy
resistencia a la accion de la insulina (Cruz et al., 2005). Las personas con DT2 son

independientes de insulina exdgena, pero pueden requerirla para el control de los niveles
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de glucosa sanguinea si estos no se alcanzan con dieta y agentes hipoglucemiantes orales
(Zimmet et al., 2001).

La DT2 es la mas frecuente con una prevalencia mayor al 90 % de todos los casos
reportados, seguida por la del tipo 1 con una frecuencia entre 4 al 7 % (King et al., 1998).
La hiperglicemia induce una permanente estimulacion exacerbada de la maquinaria
secretora de las células beta, lo cual termina en una hiperinsulinemia y/o hipoinsulinemia
por agotamiento (Nesher et al., 1999). Varios estudios han sugerido que en la DT2 la
gluconeogénesis estd aumentada, lo cual determina una alta produccién de glucosa

enddgena que culmina con hiperglicemia (Giaccari et al., 1998).
c) Diagnostico y factores de riesgo de DT2.

La patogénesis de la DT2 es aun desconocida y es el resultado de combinaciones de
defectos genéticos, factores nutricionales y ambientales. Los principales factores de riesgo
para este padecimiento son: obesidad, dislipidemias, hipertension arterial, historia familiar
de diabetes, Diabetes gestacional, Dieta rica en carbohidratos, Factores hormonales y vida
sedentaria (Cruz et al., 2002). En el 2007 el Report of The Expert Committe on the
Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2007 publicé una tabla en donde

describe los criterios de diagndstico para diabetes (Tabla 5).
Los factores de riesgo para la intolerancia a la glucosa y para la DT2 son los siguientes:

e Historia familiar de DT2.

e Sobrepeso IMC> 25.0 ,Obesidad IMC> 30.0

e Cambio en el indice de masa corporal (IMC<25 kg/m2 a IMC>27 kg/m2 o0 mayor en
un tiempo menor a un afno).

e Habitos de vida sedentarios.

e Antecedentes de diabetes gestacional.

e Historia de hipertension arterial.

e Hipertrigliceridemia.

e Aumento de las C-LDL

e Descenso de las C-HDL

¢ Nivel socioeconémico bajo.

e Exposicion intrauterinaa DG 6 DT2.

e Carga genetica.

e Habitos alimenticios.
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¢ Ingesta de ciertos medicamentos.
e Asociacion a otros sindromes genéticos.

Tabla 5. Criterios para el diagndstico de diabetes (American Diabetes Association, 2007).

1. Sintomas de diabetes y la concentracion de la glucosa plasmatica casual.
200 mg/dL (11.1 mmol/L).
Casual se entiendo como cualquier hora del dia sin tener en cuenta el tiempo
desde la ultima comida. Los sintomas clasicos de la diabetes incluyen poliuria,
polidipsia y pérdida de peso inexplicable.

2. Glucosa en ayuno:
Mas de 126 mg/dL (7.0 mmol/L).
El ayuno se define como la no ingesta caldrica durante por lo menos 8 horas.

3. Glucosa posprandial de 2 horas.
200 mg/dL (11.1 mmol/L). durante la OGGT (oral glucose tolerance test)
0 curva de tolerancia a la glucosa oral.
La prueba debe ser realizada segun lo descrito por la OMS, utilizando una carga
de glucosa que contenga el equivalente a 75g de glucosa anhidrida disuelta en agua.

Nota: En ausencia de hiperglicemia, estos criterios deben ser confirmados repitiendo las pruebas algin otro
dia. La tercera medida (OGGT) no esta recomendada para uso clinico de rutina.

3.3.4 Impacto econémico de la DT2.

La DT2 es una de las principales causas de incapacidad prematura, ceguera,
insuficiencia renal terminal y amputaciones. Es una de la 10 causas mas frecuentes de
hospitalizacién en adultos (Rull et al., 2005).

La diabetes costd 15,118 millones de dolares a México durante el 2000 (Barcelo et
al., 2003). El costo directo de su tratamiento fue de 1,974 millones de ddlares. Se
emplearon 1,108 millones en el tratamiento de la enfermedad y la prevenciéon de sus
complicaciones. Sin embargo, el mayor porcentaje del presupuesto se destiné al pago de las
complicaciones cronicas o los costos directos debidos a la incapacidad prematura y la
mortalidad. Estos datos demuestran que la inversién efectuada en el tratamiento no ha sido
eficaz. Es evidente que se requiere una conducta distinta a la vigente para confrontar el reto
que representa la diabetes (Cordova et al., 2008).

Arredondo y Zuhiga (Arredondo et al., 2004) estimaron la carga econémica que
impondra la diabetes ante el sistema mexicano de salud durante el 2005. Ellos estimaron el
costo total de 317 millones de dolares. El costo directo de esta enfermedad fue de 140
millones de dolares. Dada por la atencion medica rutinaria (11.64%), terapia con
medicamentos (38.77%), hospitalizacion (11.64%) y tratamiento de sus complicaciones
(32.18%). El resultado de los costos de las complicaciones cronicas fue de 45 millones de
ddlares. La neuropatia diabética abarco el 73% de esta cantidad, seguida por los costos de
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la retinopatia (11%), de enfermedades cardiovasculares (10%), de la neuropatia (3.6%) y de
las enfermedades periférico vasculares (2.4%). Una mayor cantidad serd requerida para
enfrentar los costos directos (117 millones de dolares) derivado de costos de la mortalidad
e incapacidades. El impacto de estas estimaciones es mas significativo para los individuos
que no poseen seguridad social y que cubren ellos mismos sus gastos (el 40% de todos los
mexicanos). Estas estimaciones reflejan el tamafio del desafié que enfrenta el sistema de
seguridad social mexicano. Arredondo y Zulfiga estiman que la carga estard
especificamente sobre en Instituto Mexicano del Seguro Social (Arredondo et al., 2004).

Segun los datos del Programa de Salud Nacional 2001-2006, el Sistema Mexicano de
Salud Publica proporciona atencion al 90% de la poblacion y esta formado principalmente
por las siguientes instituciones de salud: Secretaria de Salud, Instituto Mexicano del Seguro
Social y el Instituto del Seguro Social al Servicio de los Trabajadores del Estado. Es
importante destacar el hecho que el IMSS proporciona los servicios a la poblacion
asegurada y cubre el 45%, el ISSSTE a los trabajadores asegurados del estado cubriendo el
5% y la SSA a la poblacion sin seguro que es el 40% de la poblacion, el 10% restante son
atendidos por el sector privado (Arredondo et al., 2005).

Datos obtenidos en la Encuesta Nacional de Salud y Nutriciébn 2006 corroboraron
que entre las principales causas de enfermedad y muerte se mantuvo la DT2, ya que aln
con los programas de prevencién y control de de este padecimiento. La prevalencia de
diabetes por diagndstico médico previo en adultos a nivel nacional fue de 7%, y fue mayor
en las mujeres (7.3%) que en los hombres (6.5%). El sobrepeso y la obesidad son
problemas que afectan a cerca del 70% de la poblacion, este incremento porcentual debe
tomarse en consideracién sobre todo debido a que el sobrepeso y la obesidad son factores
importantes de riesgo para el desarrollo de enfermedades crénicas, incluyendo las
cariovasculares, diabetes y cancer (Olaiz et al., 2006).

3.4 Genéticade SMy DT2.

Como consecuencia de la interaccion entre los cambios de actividad fisica y los
procesos metabdlicos ocurridos en el hombre del paleolitico (50,000 a 10,000 A.C.), se
favorecid la aparicion de un genotipo ahorrador al seleccionarse los genes que aseguran
una maquinaria enzimatica capaz de generar una buena reserva de glucégeno muscular y
de triglicéridos en el tejido adiposo, que son sustratos requeridos para sobrevivir en un
habitat hostil. Es decir que los ciclos de actividad-reposo, alimentacion-ayuno, incidieron
en el proceso metabdlico, modificandose la expresion del “pool” genético favoreciendo los

procesos bioquimicos que permiten conservar, restituir y almacenar el glucogeno muscular.
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Neel (Neel, 1962) propuso el término de genes ahorradores para referirse a esta seleccion
de un genotipo que asegure por una parte la eficiente utilizacion y almacenamiento de la
energia consumida durante los periodos de abundancia y por otra la sobre vivencia de la
especie, gracias a esa reserva energética acumulada durante los periodos de escasez.

Esta dotacion genética, no modificada al menos desde hace 10.000 afios, debid
enfrentar hace menos de 200 afios un patrén distinto de disponibilidad de alimentos. Con la
industrializacion aparecen alimentos en abundancia, que se caracterizan por poseer una alta
densidad caldrica y un bajo contenido en fibra dietética, y al mismo tiempo la actividad
fisica deja de ser un factor esencial para conseguir estos recursos. EI consumo calérico
aumentado y la presencia de genes ahorradores que permiten el uso eficiente de esta
energia pueden explicar el aumento de peso y la predisposicién a la aparicion de
enfermedades cronicas no transmisibles como obesidad, DT2 y sindrome metabdlico
(Minihane et al., 2000).

La hipotesis del “fenotipo ahorrador” (Hales et al., 1992, Barker, 1995) plantea que
la nutricion tanto intrauterina como infantil, es capaz de programar una expresion génica
para favorecer la vida. Se protege al cerebro frente a otros tejidos, lo que conduce a una
programacion metabolica condicionada por la escasez del sustrato bioenergético. Los
modelos experimentales de malnutricion intrauterina, (Martin et al., 2000), y en particular
de déficit proteico, han demostrado claramente una alteracion en la estructura-funcion del
pancreas con disminucion de las células p de los islotes de Langerhans y una menor
capacidad secretora de insulina (Cherif et al., 2001). Esta programacién celular afecta
igualmente la regulacion del gasto energético (Yura et al., 2005, Jaquet et al., 2001).

De acuerdo a esta hipotesis la desnutricidn, que se caracteriza por un bajo peso al
nacer, provocaria una programacion in Utero que explicaria la aparicion de la mayor parte
de la obesidad, el sindrome metabdlico y la DT2. En un adulto que nacié con bajo peso
para la edad gestacional y que luego ha sido expuesto a un ambiente de abundancia
alimentaria (Jaquet et al., 2001, Ravelli et al., 1976, Ravelli et al., 1999). Aun mas, las
evidencias de numerosos estudios indican que esta programacion no se limita a la primera
generacion (Martin et al., 2000, Drake et al., 2004).

Los estudios epidemiolégicos realizados en personas gque se supone poseen genotipo
ahorrador (Indios Pima) y en grupos humanos con fenotipo ahorrador, como las personas
sometidas a desnutricion aguda por hambruna, (poblacion de Holanda durante la ocupacion
de la Alemania Nazi), aportan evidencias que sustentan ambas hipotesis (Knowler et al.,
1991, Ravelli et al., 1999).
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Visto asi, el hombre moderno es el producto de confrontar un “viejo genoma” con un
nuevo medio ambiente que ofrece exceso de nutrientes que, al ser ingeridos, pueden
almacenarse eficientemente en el tejido adiposo (TA) y como resultado aparecen la
obesidad y el riesgo aumentado a sufrir enfermedades degenerativas cronicas (Anderson et
al., 2001, Carey et al., 1997).

Al poseer una carga genética que condicione a la delgadez, es un factor de proteccion
contra la obesidad y el sindrome metabolico y que en contraposicion las evidencias
epidemioldgicas y experimentales indican que la malnutricion por déficit durante las
primeras etapas de la vida, particularmente en el periodo fetal, aumenta el riesgo a
desarrollar obesidad y sindrome metabolico cuando se asegura el libre acceso a una dieta
inadecuada y rica en calorias.

3.5 Polimorfismos de un Solo Nucleoétido (SNPs).

El polimorfismo genético hace referencia a la existencia en una poblacion de
multiples alelos de un gen. Un polimorfismo es una variacion en la secuencia de bases, de
un lugar determinado del DNA, puede consistir en la sustitucion de una simple base
nitrogenada o puede ser mas complicado, por ejemplo, la repeticion de una secuencia
determinada de DNA estos se han utilizado para el estudio de asociacion de variaciones en
el genoma con enfermedades multifactoriales (Voronko et al. 2008).

Los polimorfismos de un solo nucle6tido, o SNPs (Single polymorphism nucleotide),
son las variaciones de la secuencia del DNA que ocurren cuando un solo nucle6tido se
altera (A, T, C, 0 G) en la secuencia del genoma. Para que una variacion sea considerada un
SNP, debe ocurrir en por lo menos el 1% de la poblacion. Los SNPs, componen cerca del
90% de toda la variacion genética humana, se presentan cada 100 a 300 bases a lo largo de
3 mil millones de bases del genoma humano. Dos de cada tres SNPs implican el reemplazo
de una citosina (C) por una timina (T). Los SNPs pueden aparecer en el promotor, en las
regiones codificantes y las regiones no codificantes del gene. Muchos SNPs aparentemente
no tiene ningun efecto sobre la funcion de la célula, pero se ha demostrado su influencia en
la susceptibilidad o resistencia a enfermedades asi como en la respuesta a farmacos
especificos.

Los SNP se localizan en las regiones codificantes, en intrones y en promotores. Los
SNPs que se localizan en exones, pueden o no producir un cambio en el aminoacido. Los
que se encuentren en regiones no codificantes pueden tener consecuencias en el proceso de
traduccion, sobre todo en procesos como el “splicing”, la union de factores de trascripcion

o modificando la secuencia de RNA no codificante.
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A diferencia de los SNPs, donde la expresion de enfermedades es influida por una
mutante alélica en un punto especifico de un gen, en las enfermedades comunes como el
SM y la DT2 su expresion depende de muchos sitios puntuales del genoma y para el
estudio de estos existen diversas técnicas como: PCR en tiempo real, SSO, SSP, RFLP
entre otras (Jonathan et al., 2001).

3.6 PCR en Tiempo Real.

El andlisis de polimorfismos genéticos permite identificar genes que confieren
susceptibilidad o resistencia a las enfermedades complejas (Iniesta et al., 2005). Existen
muchos métodos para su deteccion, pero en el presente trabajo solo se utilizara la
tecnologia de sondas TagMan (Applied Biosytems Foster City, USA) su funcion se
fundamenta en la reaccién de PCR en Tiempo Real (Anexo 1). Esta técnica se basa en la
deteccidn de un reportero fluorescente en cada ciclo de la reaccion, por lo que el monitoreo
es en tiempo real. La sefial de fluorescencia se incrementa de una forma directamente
proporcional a la cantidad de producto de amplificacion. Esto nos permite realizar analisis
de componentes basandonos en la amplificacion durante los primeros ciclos de la reaccién
y no al final de la misma, como con el PCR convencional (Gustavo et al., 2007).

3.7 Cinasas y Ciclinas.

Los controladores maestros de la replicacion del DNA y la mitosis son unas pocas
proteinas cinasas heterodiméricas, que contienen una subunidad reguladora y una
subunidad catalitica. Estas cinasas regulan las cantidades de mdultiples proteinas que
participan en la regulacion del DNA y la mitosis, mediante la fosforilacion de estas Gltimas
en sitios reguladores especificos, con la activacion de unas y la inhibicién de otras para
coordinar sus actividades (Hervey et al., 2000). Los complejos acontecimientos
macromoleculares del ciclo celular eucarionte son regulados por una pequefia cantidad de
proteinas cinasas heterodiméricas. Las concentraciones de las subunidades reguladoras de
estas cinasas, llamadas ciclinas, aumentan y disminuyen en fase con el ciclo celular. Sus
subunidades cataliticas se denominan cinasas dependientes de ciclinas (CDK), porque
carecen de actividad de cinasa a no ser que se asocien con una ciclina.

La CDK5 es una cinasa dependiente de ciclina 5 CDK5 es una proteina cinasa
pequefia de serina/treonina reconocida como una molécula esencial en el cerebro. Ademas,
tiene algunos efectos extraneuronales y se piensa que tiene un papel en la fisiopatologia de
las células-beta y predisposicion a la DT2. Las semejanzas en las alteraciones patolédgicas
en los tipos de las células afectadas (células beta para diabetes y neuronas para Alzheimer)

resultaron en la identificacion de un nuevo significado en la patologia de las células beta

-19-



pancreaticas. Se ha demostrado que CDKS5 y su activados p35 que inicialmente se creia
que eran especificos para tejido cerebral, estaban también presentes en las células beta
pancreaticas (Ubeda et al., 2004). Datos obtenidos por Shuichi Okada (Okada et al., 2008)
indican que CDKS5 tiene un papel importante en la fosforilacion y estimulacion en la
produccion de insulina. CDKS a diferencia de otros miembros de la familia de las CDK no
esta involucrada en la evolucion del ciclo celular (Amy et al., 2004).

Los recientes estudios han demostrado que esta cinasa regula la secrecion de insulina
estimulada por glucosa. La inhibicién de CDK5 aumenta la secrecion de insulina bajo
condiciones de glucosa alta (Kohsuke et al., 2007), esto es referido a que un aumento
cronico de glucosa produce una sobre activacion de CDK5 en las células B pancreaticas
(Lilja et al., 2001) y proporciona alteraciones funcionales por la deficiencia de p35 un
activador de CDK5 (Fan et al., 2005) que dan como resultado la deficiencia en la
produccién de insulina y por lo tanto puede tener un papel en la patogénesis de la DT2
(Ubeda et al., 2006).

3.8 Gen CDKAL1

Proteina 1-como 1 asociada a la subunidad reguladora de la cinasa 5 dependiente de
ciclina (CDKALL1 por sus siglas en ingles “cyclin-dependent kinase 5 regulatory subunit-
associated protein 1-like 1”). Este gen esta ubicado en el cromosoma 6p22 (Fig. 4). Este
gen codifica una proteina de 65 kD y comparte semejanza con el dominio de la proteina 1
asociada a la subunidad reguladora de CDK5 (CDK5RAP1) (The Wellcome Trust Case
Control Consortium, 2007), que inhibe especificamente la activacion de CDK5 por la
subunidad reguladora 1 de CDK5 (CDK5R1). CDKS5, tiene algunos efectos
extraneuronales y se piensa que tiene un papel en la fisiopatologia de las células beta y
predisposicion a la DT2, la expresion de CDKALL en islotes pancreaticos humanos
respalda la nocion de que CDKAL1l y CDK5 estan relacionados mediante vias de
sefializacion en las células beta que conduce a la resistencia a la insulina (Scout et al.,
2007, Pascoe et al., 2007, Diabetes Genetics Initiative of Broad Institute of Harvard and
MIT, Lund University, and Novartis Institutes for BioMedical Research 2007). La
inhibicién del complejo CDK5/p35 previene una disminucion en la expresion del gen de la
insulina como resultado de la glucotoxicidad. Se cree que CDKALL tiene un papel en la
inhibicion del complejo CDK5/p35 en las células beta pancreaticas similar al de
CDKB5RAP1 en tejido neuronal (Steinthorsdottir et al., 2007).
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Fig. 4. Localizacion del gene CDKALL en el cromosoma 6.

En la Fig. 5 se muestra un esquema de la célula beta pancreatica que muestra la
propuesta de localizacion subcelular de proteinas que codifican genes asociados a diabetes.
Cada uno de estos genes tienen una funcion diferente dentro de la regulacion de esta
célula: GCK codifica para glucocinasa, el sensor de glucosa de la célula beta. KCNJ11

codifica para el canal de potasio Kir6.2 dependiente de ATP, que interactia con el receptor
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de sulfonilurea SUR1, codificado por ABCCS8, para regular la entrada de potasio en la
membrana de la célula. WFS1 codifica wolframina, una proteina que regula el transporte
de calcio en el reticulo endoplasmatico. SLC30A8 codifica para el transportador ZnT-8
responsable de la el transporte de zinc en la secrecion de granulos de insulina. CDKAL1 y
CDKNZ2A / B estan implicados en la via de las cinasas dependiente de ciclina, por lo que

pueden influir en la regeneracion de células beta.
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Fig. 5. Propuesta de la localizacion subcelular de proteinas que codifican genes asociados
con diabetes (Flores, 2008).

IGF2BP2 codifica una proteina que se une mRNA de IGF2 y lo dirige a
determinados sitios subcelulares para la sintesis de proteinas. Cabe sefialar que muchos de
estos genes se expresan también en otros tejidos humanos (Flores, 2008).

Dado que la DT2 es una enfermedad multifactorial que es regida por diversos
cambios en los habitos de vida, condiciones ambientales y en variantes genéticas
especificas de etnias o poblaciones, que pueden favorecer a la susceptibilidad a padecer o
desarrollar esta enfermedad. Estas ultimas no tienen un impacto directo o Gnico dentro del

organismo sino que interaccionan con otras variantes que indirectamente son las que
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podrian predisponer al desarrollo de la DT2. Diversos esquemas se han publicado en
paginas como GeneCards (Fig. 6) en donde se reportan las posibles interacciones de genes

que han sido asociados a DT2 en diversas poblaciones.
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4. JUSTIFICACION

Uno de los grandes problemas que enfrenta actualmente la humanidad, es el hecho de
que la evolucion bioldgica no va a la par con la evolucion cultural. La maquinaria bioldgica
(estructura tisular-orgéanica-corporal, procesos metabolicos, etc.) es la misma que la de los
antecesores de hace miles de miles de afios, pero las costumbres y estilos de vida cambian
rapidamente (Pineda, 2008). Debido a todo esto, han surgido diferentes padecimientos
relacionados con el metabolismo de las personas, ocasionadas por multiples factores,
algunas de estos son el SMy DT2.

Dada la importancia de la DT2 en la poblacion mexicana y el creciente aumento en la
prevalencia de SM resulta interesante estudiar el gen candidato de susceptibilidad
CDKAL1, y en particular, los polimorfismo rs7754840, rs9465871 y rs10946398, ya que
éstos se ha descrito en otras poblaciones como marcadores de riesgo para desarrollar DT2

pero no para SM.

Las frecuencias de estos polimorfismos en la poblacién mexicana; hasta la fecha no
ha sido estudiadas y su conocimiento es importante para evaluar su posible interaccién con
la enfermedad, en la poblaciébn mexicana especificamente, y su repercusién en las
caracteristicas clinicas y bioquimicas de la poblacién (estados dislipidémicos y obesidad),
y a la vez poder determinar si para esta poblacion, estos polimorfismos pueden ser

considerados como factores de riesgo en el desarrollo de estas enfermedades.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL.:

Realizar un estudio de frecuencias genotipicas de 3 polimorfismos del gen CDKAL1
en individuos clinicamente sanos (grupo control), pacientes con sindrome metabdlico y
pacientes con diabetes tipo 2, habitantes de la ciudad de México, para identificar una

posible asociacion entre las variantes del gen CDKALL1 con estos padecimientos.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Obtener medidas antropomeétricas de cada participante.
2. Realizar pruebas bioquimicas y de gabinete para clasificar a los 3 grupos de estudio.
3. Crear un banco de DNA de los individuos participantes en el estudio.

4. Determinar si existe asociacion de los genotipos entre el grupo de sanos comparado con

el grupo de SMy con el grupo DT2.

5. Determinar si existe alguna correlacion entre los datos bioquimicos, antropométricos y

genéticos entre los grupos de estudio.
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6. HIPOTESIS
Si existen diferencias en las frecuencias genotipicas y alélicas de los 3 polimorfismos

presentes en el gen CDKALL, entonces existird asociacion con alguno de los grupos de

estudio.
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7. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

7.1 Poblacion de Estudio

Se canalizaron al Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional “Siglo
XXI” del IMSS, pacientes con DT2 de Unidades de Medicina Familiar del IMSS, del area
metropolitana de la Ciudad de México.

Para tener un grupo de sujetos control se reclutaron individuos donadores de sangre
del banco de sangre del Centro Médico Nacional “Siglo XXI” del IMSS; previa
autorizacion y llenado de los cuestionarios correspondientes, para corroborar su estado de
salud y sus antecedentes diabéticos. Este proyecto fue autorizado por la comision de

investigacion en Salud y por el Comité de Etica del Hospital de Especialidades.

7.2 Seleccidn de Pacientes y Controles

Grupo 1: Control.

Tamario de la muestra: 500 individuos que cumplan con los siguientes criterios:
Criterios de Inclusion
1. Edad de 40-70 afios.
2. Género indistinto.
3. Glucosa sanguinea en un ayuno no menor de 8 horas, entre 80-100 mg/dL.
4. Firma de la carta de consentimiento de informado.
Criterios de Exclusion:
1. Personas con alteraciones en sus pruebas bioquimicas (personas con SM)
2. Personas con antecedentes familiares de diabetes.
3. Pacientes con relacién consanguinea (hermanos, primos, etc.)

Grupo 2: Paciente con SM.

Tamarfio de la muestra: Se estimo6 para 500 individuos que cumplan con los siguientes criterios,
pero solo se reclutaron 423 individuos:
Criterios de Inclusion
1. Cumplir con 3 de los criterios de diagndstico para SM descritos por AHA.
2. Edad de 40-70 afos.
3. Género indistinto.
4. Firma de la carta de consentimiento de informado.
Criterios de Exclusion:

1. Pacientes con relacion consanguinea (hermanos, primos, etc.)
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2. Personas con DT2.
Grupo 3: Pacientes con DT2.

Tamario de la muestra: 500 individuos que cumplan con los siguientes criterios de inclusion:
Criterios de Inclusion

1. Diabéticos tipo 2.

2. Edad de 40-70 afios.

3. Género indistinto.

4. Firma de la carta de consentimiento de informado.
Criterios de Exclusion:

1. Pacientes con relacion consanguinea (hermanos, primos, etc.)

7.3 Material y Métodos

Se aplico un cuestionario de antecedentes clinicos de todos los participantes el cual
incluyd; datos personales (direccion, teléfono, estado civil, etc.). Se tomaron las medidas
antropométricas como son: peso, talla, cintura y cadera para calcular el indice de masa
corporal (IMC), que es el peso corporal en kilogramos del dividido entre la estatura en
metros, elevada al cuadrado (kg/m?) para clasificar a los individuos como de peso normal
(IMC <25), sobrepeso (IMC >25<30) y obesidad (IMC >30). El indice cintura cadera
(ICC) que es la medida de la cintura en centimetros dividida entre la medida de la cadera
en centimetros. También se midio la presion arterial diastolica y presion arterial sistolica
(TAD y TAS) cuyos valores normales deben de estar por debajo de 130/85 mmHg
respectivamente, segun los criterios mencionados en la Norma Oficial (NOM-015-SSA2-
1994).

Se tomaron muestras sanguineas de cada uno de los participantes para la obtencion
de suero y células mononucleares para extraer el DNA (Anexo 2). Se determinaron
diferentes parametros de quimica sanguinea como glucosa, colesterol total, lipoproteinas
de baja densidad (LDL) y alta densidad (HDL), triglicéridos e insulina en ayuno. EI DNA
obtenido se cuantifico y se verifico su pureza e integridad (Anexo 4), se amplificé por PCR
tiempo real y la técnica TagMan para SNPs en el software S.D.S. versién 2.2.2 para el
equipo 7900HT el fragmento donde se encontraron las variaciones, dandonos resultados en
graficas de discriminacion alélica que proporciona el equipo de forma automatizada. Con
esta informacion se realizé una base de datos de todos los participantes (Anexo 5).
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Estudios Bioquimicos

Todas las pruebas bioquimicas se realizaron en el multianalizador Synchron CX4A
de manera automatizada utilizando suero como fluido biologico. Los estudios bioquimicos
que se realizaron fueron los siguientes: glucosa, colesterol, LDL, HDL triglicéridos e
insulina. Las técnicas asi como las especificaciones para cada una de las determinaciones
se muestran en el Anexo 6.

Para el caso de la insulina, ésta se determind por radio quimioluminiscencia
(immunolite USA Francia)

Andlisis Estadistico.

El analisis estadistico se realizd con el programa SPSS Version 11.0 (Chicago
lllinois, USA). Se tomd6 como significativo cualquier valor de P < 0.05, los datos se
reportan como la media + DE (una desviacion estandar).

Las variables continuas se contrastaron por medio de la prueba ANOVA. Para

comparar 2 grupos, se uso la prueba “t” de Student.

Se compararon las frecuencias de los genotipos con la prueba % se estimaron
razones de momios (“Odds Ratio”) y sus intervalos de confianza al 95 % (CI 95 %). Se
estimé la resistencia a la insulina (HOMAZ2-IR) y la funcién de las células B, (HOMAZ2
%B) usando la calculadora disefiada por Oxford en el afio 2002 y que se puede tener libre
acceso siguiendo el procedimiento de Matthews 1985, con base en las concentraciones de
glucosa (mmol/L) e insulina. Siendo estos pardmetros los de mayor interés por las
asociaciones reportados en otras poblaciones. Todo este trabajo se resume en el esquema

de trabajo que se muestra en la figura 7.
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ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Individuos sanos y con SM del
Banco Central de Sangre del
Centro Medico Siglo XXI,
IMSS.

Reclutar Participantes de las clinicas de
la periferia del CMN siglo XXI. IMSS
de la Ciudad de México.

Formacidn de grupos en base a

Pacientes con DT2 de
Clinicas pertenecientes
al IMSS de esta zona.

criterios de inclusion y exclusion.

500 individuos sanos
(controles)

420 individuos con SM

| 500 pacientes con DT2

Aplicar cuestionario y tomar
medidas antropométricas

Toma de muestra de sangre periférica

Determinacion de
pruebas bioquimicas

Resultados
antropomeétricos

Valores obtenidos de
pruebas bioguimicas

\ 4

\ 4

Extraccion de DNA

Cuantificacion,
determinacion de pureza
e integridad de DNA

Deteccion de los tres SNPs
con sondas TagMan

Resultados de frecuencias
alélicas de los SNP

Andlisis Estadistico. |«

Fig. 7. Esquema general de trabajo
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8. RESULTADOS

Las caracteristicas clinicas (pardmetros antropométricos y bioquimicos) de los
grupos participantes estan resumidas en la Tabla 6. La diferencias estadisticas entre los
tres grupos de estudio son ampliamente significativas (p<0.0001) ya que se trata de tres
poblaciones clinicamente diferentes. EI género no interfirié en los resultados ya que las
poblaciones se mostraron homogeéneas y por lo tanto no mostraron diferencias estadisticas

significativas.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de los participantes.

PARAMETRO CONTROL (n=501)  SM (n=423) DT2 (512)
Género (F/M) 126/375 144/279 364/146
Edad (afios) 43.61 + 6.63 44,99 + 7.09 53.45 + 7.52
IMC (Kg/m?) 27.54 + 3.47 30.53 + 4.16 29.23 + 4.75
TA sistolica (mmHg) 116.42 + 9.87 126.6 + 12.5 118.52 + 13.9
TA diastolica (mmHg) 73.83+7.37 78.21 + 8.68 76.21 +8.12
HOMAZ2 %B 117.62 +41.7 121.59 + 54.6 55.43 + 54.04
HOMAZ2-IR 1.21+0.6 1.65+0.8 2.36 + 3.7
Insulina (LUI/ml) 9.43 +4.96 12.76 +7.92 14.05 + 10.06
Glucosa (mg/dL) 86.64 + 8.05 95.55 + 11.76 183.58 + 78.91
Colesterol T (mg/dL) 200.14 + 38.9 205.51 + 39.95 221.35 + 64.01
Triglicéridos (mg/dL) 168.31 + 94.03 259.73 + 150.26 235.28 + 168.19
C-HDL (mg/dL) 4441 +11.41 37.75+9.7 48.69 + 15.01
C-LDL (mg/dL) 127.7 + 34.5 125.9 + 34.91 137.65 + 38.17

Datos en medias+DS, F=femenino, M=masculino, Ul=unidades internacionales

Fueron estudiados 1443 individuos que integraron los 3 grupos de estudio
constituidos por 501 sanos sin antecedentes familiares de DT2 (grupo control), 425 con
SM (diagnosticados con base a los criterios establecidos por la AHA en el 2005) y 514
individuos con DT2 (diagnosticados con los criterios de la IDF).

Genotipificacion: Se evaluaron los rs7754840, rs9465871 y rs10946398 del gen
CDKALL1 para tres diferentes grupos de estudio, por ensayos TagMan para discriminacion
alélica (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) de acuerdo a las instrucciones de los
fabricantes. La genotipificacion fue realizada con éxito en un porcentaje > 98% vy las
muestras que se realizaron por duplicado, aproximadamente 8% de cada grupo y no
mostraron ninguna diferencia, obteniéndose las frecuencias genotipicas y alélicas

reportadas en la Tabla 7.
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Tabla 7. Frecuencias genotipicas, alélicas y equilibrio de Hardy-Weinberg de los tres
SNPs ubicados en el intron 5 del gen CDKAL1 en cromosoma 6p22.3.

rs GENOTIPO CONTROL (%) SM (%) DT2 (%)
7754840 GG 242 (483) 220 (51.8) 244 (47.7)
GC 217 (433) 173 (40.7) 210 (41.1)
cC 42 (8.4) 32 (7.5) 56 (11.1)
Alelica G 69.96 72.12 68.3
C 30.03 27.08 317
p 0.49 0.80 0.25
rs9465871 T 282 (56.3) 254 (60.1) 279 (54.7)
TC 189 (37.7) 150 (35.4) 196 (38.5)
ce 30 (6.0) 19 (45) 34 (6.8)
Alelica T 75.15 77.8 74.07
c 24.85 222 25.93
P 0.82 0.06 0.96
AA 243 (485) 218 (51.5) 245 (47.7)
rs10946398
AC 216 (43.1) 171 (40.4) 213 (41.4)
cc 42 (8.4) 34 (8.1) 56 (10.9)
A 70.05 71.75 68.38
Alelica C 29.95 28.5 31.62
P 0.53 0.95 0.31

Resultados reportados en frecuencias y porcentajes. Valores de P<0.05 no se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg.

La n estimada para cada una de las poblaciones fue la misma respectivamente pero
por la poca eficiencia en la extraccion de DNA de algunas muestras (por lisis o por un
volumen bajo de sangre periférica) y por el uso de las mismas para otros protocolos de
estudios de la unidad de investigacion, no fue suficiente para genotipificar las poblaciones
completas, esto no siendo mayor al 1% de la poblacién por grupo de estudio.

La prueba estadistica del equilibrio de Hardy-Weinberg se realizo por el método de
Sasiani en un programa que se encuentra disponible en la red. Para las frecuencias
genotipicas obtenidas de los SNPs; rs7754840, rs9465871, rs10946398 del gen CDKAL1
en cada uno de los tres grupos de estudio, cumplieron con este parametro estadistico ya que

se obtuvieron P > 0.05 para cada SNPs en los diferentes grupos de estudio (Tabla 7).
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Mediante una prueba de asociacion con un intervalo de confianza del 95% en el
programa en la red ya mencionado se realizé el andlisis de asociacion de las frecuencias
genotipicas de los polimorfismos de los rs7754840, rs9465871 y rs10946398 en las

diferentes poblaciones estudiadas y se encontro que:

e Para los SNPs rs7754840, rs9465871 y rs10946398 no mostraron asociacion con
SM ni DT2 (Tabla 8), obteniéndose P > 0.05 para cada SNP.

Tabla 8. Tabla de asociacion de las frecuencias obtenidas de los grupos de estudio para los
3 SNPs con un intervalo de confianza (IC) del 95%.

rs Genotipo CONTROL SM X P DT2 X P
rs7754840 GG 242 220 244
(483) (5.8 47.7)
GC 217 173 063 042 210 106 030
433)  (40.7) (41.1)
cc 42 32 56
(8.4) (7.5) (11.1)
T 282 254 279
rs9465871 (563)  (60.) (54.7)
TC 189 150 178 018 196 040 052
(377 (354) (38.5)
cc 30 19 34
(6.0) (4.5) (6.8)
AA 243 218 245
rs10946398 (485  (515) (47.7)
AC 216 171 213
431)  (404) 064 042 (4l4) 075 038
cc 42 34 56
(8.4) 8.1) (10.9)

Se toman como significativos cualquier valor p < 0.05.

El analisis de asociacion por alelo fue realizado con el programa EPI INFO16 por
tablas de contingencia y con la prueba de y° se estimaron razones de momios (“Odds
Ratio”) y sus intervalos de confianza al 95 % (CI 95 %), tomé&ndose como significativo
cualquier valor de p < 0.05, asociando el grupo control (sano) con los grupos de pacientes
(SMyDT2).

Dado que no existe ningun estudio relacionado con este gen y SM pero si este
padecimiento con DT2 se esperaba que se presentara alguna asociacion con alguno de los
SNPs pero en el andlisis del grupo control con el grupo de SM no mostrd asociacion con

ninguno de los alelos de los 3 SNPs dando una P=0.33 para el rs7754840, P=0.20 para el
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rs9465871 y una P=0.45 para el rs10946398 (Tabla 9) y de igual manera en la asociacion
con DT2.

Tabla 9. Tabla de asociacion de alelos de los SNPs del gen CDKAL1 estudiados
comparando sanos con SMy DT2.

rs ALELO CONTROL SM OR IC 1 P
rs7754840 G 69.97 72.12 0.95 95% 0.97 0.33
C 30.03 27.88  (0.87-1.04)
rs9465871 T 75.15 77.8 0.94 95% 1.61  0.20
C 24.85 22.2 (0.85-1.03)
Rs10946398 A 70.05 71.75 0.96 95%  0.55 0.45
C 29.95 28.25  (0.88-1.05)
rs ALELO CONTROL DT2 OR IC 1 P
rs7754840 G 69.97 68.3 1.04 95%  0.57 0.45
C 30.03 31.7 (0.94-1.15)
rs9465871 T 75.15 74.07 1.03 95% 0.25 0.61
C 24.85 2593  (0.92-1.14)
rs10946398 A 70.05 68.38 1.04 95% 0.59 0.44
C 29.95 31.62  (0.94-1.14)

Se toman como significativos cualquier valor p < 0.05.

En el andlisis de asociacién de los genotipos de los 3 SNPs y las caracteristicas
antropométricas y clinicas de los grupos de estudio nos dieron resultados interesantes, en
donde observamos una asociacion discreta del rs10946398 en el grupo con SM con la edad
(P=0.028), insulina (P=0.048), HOMA2-%B (P=0.032) y HOMA-IR (P=0.020). En el
grupo con DT2 se asocia con el género e IMC (P=0.010 y P=0.021, respectivamente) y
con el grupo control tenemos solo la asociacion con TG (P=0.030), todos asociados con el
alelo de riesgo “C”, este SNP fue el mas asociado en nuestro estudio y especialmente con
SM. Ninguno de los otros 2 SNPs (rs775484 y rs9465871) mostr6 asociacion con ninguna
de las caracteristicas clinicas y antropométricas del grupo control. Dado que estos
resultados nos arrojaron datos significativos con respecto al genero separamos a nuestra
poblacién y sélo encontramos que la asociacion persistia para el grupo con DT2 en mujeres
con respecto al IMC (P = 0.028), en hombres no se observd ningun dato significativo.

Se realiz6 el andlisis estadistico completo para cada grupo por separado con cada uno
de los 3 SNPs de estudio no reportandose las tablas completas por considerar que son

innecesarias por no presentar datos significativos.
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El rs7754840 mostrd asociacion con el género (P = 0.029) e IMC (P = 0.034) en el
grupo de DT2. Dado este resultado estratificamos por género y se encontrd asociacion en
el grupo mujeres con SM e IMC (P = 0.045).

El rs9465871 no mostrd ninguna asociacion con ninguno de los grupos sino después
de que se realiz6 el andlisis ajustando por género. Este rs mostrd asociacion en hombres en
el grupo con DT2 con TAD con una P = 0.042.
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Tabla 10. Analisis estadistico de los pardmetros bioquimicos del grupo control (sanos). Con un intervalo de confianza del 95%.

rs7754840 rs9465871 rs10946398

PARAMETRO GG GC CcC P GG GC CC P GG GC cC P
GLUCOSA 85.7+8.2 87.4+8.2 86.5+7.4 0.08 86.5+9.02 86.3+6.8 87.8+7.3 0.64 87.1+8.1 87.4+8.4 86.4+7.1  0.06
(mg/dL)
INSULINA 9.33+4.7 9.745.4 8.6+5.1 0.41 9.5+5.4 9.4+4.5 8.7+5.1 0.71 9.3+4.6 9.6+5.4 8.9+5.6 0.66
(mUl/mL)
HOMA-IR 1.48+1.07  2.12+1.26 1.87+1.21 0.29 2.04+1.2 2.02+1.03 192+125 0.85 1.98+1.06 2.1+1.25 1.93+1.28 045
(mg/dL)
C-TOTAL 196.3+39.8 204.9+40.4 196.5+33.1 0.05  197.1+41.2 202.9+38.3 209.5+31.4 0.11  196.2+439.7 204.6+40.1 198.7+35.7 0.07
(mg/dL)

C-LDL 123.6+33.3 129.4+37.8 127+31.7 021 12394355 128.6+354 134.8+29.1 0.14  123.4+33.3 129.1+37.5 128.8+33.6 0.20
(mg/dL)

C-HDL 43.4+11.4  44.8+11.6 455+115 0.33  43.2+11.03 452+11.9 46.9+11.9  0.07 43.6+115  44.6+11.4  459+119 041
(mg/dL)

TG 166.4+83.4 175.8+111  142.1+57.6 0.09 167.03+87.1 173.8+4109 148.5+65.7 0.37 166.2+84.04 177.4+111 135.8+50.6 0.03
(mg/dL)

Se toman como significativos cualquier valor p < 0.05.
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Tabla 11. Asociacion de las caracteristicas clinicas con los genotipos de los 3 SNPs de estudio con SM. Con un intervalo de confianza del

95%.
rs7754840 rs9465871 rs10946398

PARAMETRO GG GC cC P TT TC cC P AA AC cC P
GENERO (F/M) 64/144 58/112 13/17 0.43 80/160 46/101 8/11 0.56 65/142 56/112 14/18 0.41
EDAD (afios) 44.7+6.6  44.9+75 47.3+7.9 017 4474672 4526+7.42 46.0+9.20  0.58 44.8+6.6  44.6+7.4  48.06+7.8  0.028
IMC  (kg/m?) 30.5+3.9  30.7+4.4 202429  0.19  30.5+4.1 30.3+4.2 30.5+4.1  0.88 30.4+3.9 30.7+4.4 29.2+429 0.4
TAS (mmHg)  127.2+128 125.7+125 126.7+11.4 052 126.9+13.0 125.8+12.3 128.2+9.5 0.64  127.3+13.3 1254+11.9 127.8+11.4 0.26
TAD (mmHg) 76.7+6.8  77.2+108  77.6+6.8 094 77.2+10.9 76.6+11.6  785+7.6  0.74  76.8+11.7 77.4+109  76.8+7.1  0.85
GLUCOSA mgid.  95.5+11.7  95.5+11.7  96.7+129 084 95.8+11.8 955+116 93.3+135 0.67  95.6+11.9 95.6+115 958+12.9  0.99
INSULINAMUUML ~ 12.8+8.4  13.1+7.6 10.1+#53  0.14  12.8+83 12.5+7.4 12.3+68  0.87 12.5+7.9 13.2+7.6 9.7+448  0.048
HOMA2 %B 120.42+48 126.1+62.9 104.8+39.7 0.11 120.33+40.3 122.2+61.4 126+57.6  0.88 120.17+49.1 127.1+62.1 99.9+39.8  0.032
HOMA2-IR 1.62+40.6  1.73+0.94  1.39+0.65 008 1.64+0.76  1.65+0.91  1.56+0.85 091  161+0.73 1.75+0.93  1.32+0.59  0.020
C-TOTAL mg/dL 205.1+41.9 207.8+35.9  202.1+47 0.68 207.6+39.4 202.9+40.2 205.6+458 052 205.1+142.6 208.5+34.9 200.6+46  0.49
C-LDL mg/dL 123.1+37.3 129.2+31.5 126.7+30.4 021 125.3+35.6 126.4+33.3 1274324  0.94  1235+37.8 129+31.1 126.3+29.6 0.29
C-HDL mg/dL 37.6+10.6  38.1+8.6  37.2+11.3 0.80 385+10.3  36.7+8.8 36.811.6 017  37.7410.4  38.01+86  36.9+11.1 0.1
TG mg/dL 267.9+163 253.6+133 255.9+147 0.63 266.7+165 257.7+131 220.1+77.2 040 266.5+163.8 257.9+134 248+1449 0.73

Se toman como significativos cualquier valor p < 0.05.
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Tabla 12. Analisis estadistico de los pardmetros antropométricos del grupo con DT2. Con un intervalo de confianza del 95%.

rs7754840 rs9465871 rs10946398
PARAMETRO GG GC cC P TT TC cC P AA AC ccC P
GENERO F/IM 174170 158/52 34/24  0.029  197/82 146/50 20/14 0.16 170/75 164/49 32/24 0.010
EDAD (afios)  53.6+7.4 53.5+7.6 53.3+6.9 0.96 53.5+7.6 53.4+7.1 53.847.1  0.94 53.5+7.4 53.3+7.6 53.1+6.7  0.92
IMC (kg/m?) 29.7+5.2 28.5+4.2 29.645.0 0.034 29.4+4.8 28.8+4.7  29.7+407  0.34 29.6+5.2  285+4.04  29.9+52  0.021
TAS (mmHg)  117.4+13.3 119.8+14.7 118.0+12.9 0.17 118.2+13.1 118.8+14.7 1195+152 0.79  117.6+13.4 119.3+14.7 118.8+12.4 0.43
TAD (mmHa)  74.9+9.9  75.6+11.02  75.8+7.7 0.74 75.6+49.2  75.1+106  76.9+9.4 058 75.249.9  75.2+109  76.2+7.8  0.81
Se toman como significativos cualquier valor p < 0.05.
Tabla 13. Asociacion de parametros antropométricos en mujeres en el grupo con SM.
rs7754840 rs9465871 rs10946398
PARAMETRO GG GC cc P TT TC cc P AA AC cc P
EDAD (afios) 45+6.4 44.8+7.6 48.7+47.9  0.15  45.3+7.03 44.9+64  475+11.9  0.63 44.7+6.3 447475 443479  0.06
IMC (kg/m?) 30.5+4.4 32.2+4.9 29.7+2.6  0.045 30.8+48  31.8+4.1 31.145.1 0.6 30.6+4.4 322451  29.82+25  0.07
TAS (mmHg)  124.9+143 122.9+11.8 128.6+126 0.32 124.2+12¢ 1245+143 128.1+8.7 072  124.7+141 1225+11.8 129.4+12.2 0.18
TAD (mmHg) 7474117  78.247.8 754479 012  76.4+106  75.9+9.4  77.4+7.02  0.92 74.8+11.7  78.2+7.9 75.4+7.7  0.14

Se toman como significativos cualquier valor p < 0.05.
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Tabla 14. Asociacion de pardmetros antropométricos en mujeres en el grupo con DT2.

rs7754840 rs9465871 rs10946398
PARAMETRO GG GC cc P TT TC ccC P AA AC cc P
EDAD (afios)  53.7+7.4 53.6+7.5 53.8+7.2 098 53.7+7.6 53.5+7.1 55.1+7.7 0.68 53.7+7.4 53.5+7.5 53.6+6.9  0.96
IMC  (kg/m?) 29.9+5.2 28.7+4.4 29.9+57 005 29.7+49  29.01+5.04  29.5+43  0.39 29.8+5.2 28.7+4.2 30.7+5.8  0.028
TAS (mmHg)  117.2+13.4 119.2+15.8 118.6+14.7 0.42 118.4+13.1 11824159 117+16.8 091  117.3+13.4 118.8+158 119.8+43.7 052
TAD (mmHa)  745+10.4  745+119  75.4+7.6 091 75.6+9.8  73.9+11.2 75+9.6 0.34 7484105  74.3+11.7  76.06+7.9  0.69
Se toman como significativos cualquier valor p < 0.05. Mostrando solo asociacion con el IMC en este grupo y no asi en hombres.
Tabla 15. Asociacion de parametros antropométricos en hombres en el grupo con DT2.

rs7754840 rs9465871 rs10946398
PARAMETRO GG GC cc P TT TC ccC P AA AC ccC P
EDAD (aﬁgs) 53.1+7.3 53.2+8 52.5+6.4 092 53.247.7  53.1+7.07  52.1+6.2 0.87 53.11+7.4  52.9+8.1 52.5+6.4  0.94
IMC (kg/m°)  29.02+5.01  28.2+3.6  29.02+4.1  0.52  28.7+4.7 28.3+3.9 29.9+3.9 0.46 29.1+5 27.9+43.3  29.02+4.1 0.33
TAS (mmHg)  117.9+13.3 121.5+10.7 117.3+10.6 0.18 117.6+12.9 120.7+10.1 123.1+12.1 0.16  118.4+13.2 121.2+105 117.3+10.1 0.31
TAD (mmHg)  75.9+8.6 785+6.9  76.3+8.04 0.20 75.6+7.6 78+7.9 79.8+48.7  0.042 76.2+8.6 78.3+6.8  76.3+8.04 0.31

Se toman como significativos cualquier valor p < 0.05. Este dato es representativo de este grupo ya que en ningln analisis observamos esta asociacion sino hasta separar a

nuestros grupos de estudio por género.
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9. DISCUSION

En el presente trabajo, se determino la frecuencia de tres SNPs asociados con la
susceptibilidad a padecer DT2 los cuales han sido previamente reportados en trabajos de
investigacion en otras poblaciones, y también se asocio con el SM por la estrecha relacion
que existe entre estas dos enfermedades multifactoriales, aunque previamente no se haya
reportado nada en relacién con este ultimo padecimiento.

Para nuestro conocimiento este es el primer estudio del gen CDKALJ1 relacionado
con DT2 y SM en nuestra poblacion; en especial con SM ya que no se tiene ningun reporte
de la asociacién de este gen con tal padecimiento.

Las variantes en los rs7754840, rs9465871 y rs10946398 del gen CDKALL de
riesgo para padecer DT2 no mostraron ninguna asociacion con este padecimiento ni con
SM como se ha reportado en otras poblaciones. La poblacion japonesa mostrd asociacion
con DT2 obteniendo frecuencias genotipicas del rs7754840 en su estudio de casos y
controles grupo control de GG446/GC881/CC534 y de su grupo de casos con DT2 de
GG262/GC781/CC538 con P = 3.2 X 10 (Horikawa et al., 2008), en un estudio realizado
en poblacion caucésica se obtuvieron resultados de asociacion discreta a DT2 (las
frecuencias alélicas para el alelo “C” de riesgo fueron de 0.37 para el grupo control y de
0.41 para el grupo de DT2 con P = 0.047) (Stancakova et al., 2008), también observaron
asociacion con el HOMA IR por genotipo del rs7754840 (GG vs. GC vs. CC: 1.85+1.29
vs. 1.70+1.13 vs. 1.69+1.17; P = 0.010). Otro analisis de asociacion realizado en una
poblacién de Korea con genes candidatos que predisponen a padecer DT2 encontraron
asociacion con el rs7754840, en donde sus frecuencias genotipicas fueron
GG171/GC389/CC303 para el grupo con DT2 y GG178/GC319/CC133 para el grupo
control (P =4.17X107), este anélisis también detectd la asociacién de este SNP con el
HOMA-IR (P = 0.049) (Cho et al., 2008).

Aunque las variantes del gen CDKAL1 no se asociaron directamente con estos
padecimientos, mostraron asociaciones interesantes con diversos parametros que se utilizan
para diagnosticar estas dos enfermedades multifactoriales.

La asociacion mas clara la produjo la variante con el rs10946398 (cambio de A/C)
con mas de un parametro que se utiliza para diagnosticar SM de acuerdo a lo establecido
por la AHA. Las asociaciones se presentaron con respecto a: Edad (P = 0.028), Insulina (P
= 0.048), HOMA2 %B (P = 0.032) y HOMA2-IR (P = 0.020), siendo estos parametros
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unos de los mas importantes a nivel clinico que nos ayudan a entender la patogénesis de
esta enfermedad. A nivel molecular la influencia de la variante de este gen esta relacionada
con la funcion de las células beta pancreéticas, ya que se tiene la hipotesis de que estas
variantes pueden llevar a la degeneracion de células B por la modulacion de la actividad de
CDK5/p35 (Ubeda et al., 2006, Wei et al., 2005).

A pesar de que no existe ningln estudio que asocie las caracteristicas clinicas del
SM con los SNPs en estudio, si existen reportes de asociacion de estos con el HOMA2 %B
reportado en un andlisis realizado en poblacion china (Ying et al., 2008) donde la
asociacion fue mayor para el rs10946398 (P = 0.00009) y para los otros dos rs7754840 y
rs9465871 fue de P=0.0011 P= 0.0065 respectivamente. Estos dos Ultimos no presentaron
asociacion en nuestra poblacién de estudio. Ellos en su andlisis reportan que estos SNPs
por separado contribuyen al riesgo a padecer DT2 no siendo este el caso en nuestro analisis
ya que aqui solo se muestra asociacion con el riesgo a padecer SM siendo este
padecimiento un antecedente de riesgo para desarrollar DT2 y por lo tanto un marcador de
predisposicion a padecerla. Los resultados obtenidos en nuestro analisis para el rs10946398
son respaldados por los obtenidos por Nicholette (Nicholette et al., 2008) en poblaciones
de Afroamericanos e Hispanos (p= 0.0046), ellos reportaron también la asociacion del
rs7754840 con HOMA2 %B. En nuestra poblacién con SM no present6d asociacion.

Otro andlisis realizado en poblacion caucésica reportaron asociado al HOMA2 IR
asocian con la variante del rs10946398 en su poblacién con DT2 (P=9.86X10") (Pascoe et
al., 2007), esta asociacion es mayor con respecto al valor obtenido en nuestro analisis para
SM (P = 0.020). Estos valores respaldan los reportados en la poblacion Finlandesa
(Steinthorsdottir et al., 2007) y en la nuestra en cuanto a la reduccién de la accién de la
insulina.

Los Unicos reportes congruentes a nuestros resultados con respecto a la no
asociacion de nuestros SNPs con DT2 son los reportados para la poblacion Marroqui
(Stephane et al., 2008) y los de la poblacion norteamericana (Allan et al., 2008). Ya que
no lo hacen en otras poblaciones como Britanicos (The Wellcome Trust Case Control
Consortium 2007), Indus (Dharambir et al., 2008), Koreanos y Chinos (Ying et al., 2008,
Maggie et al., 2008, Lui et al., 2008), Alemanes (Kirchhoff et al., 2008), Afroamericanos e
Hispanos (Nicholette et al., 2008) y Japoneses (Yukio et al., 2008).

El rs7754840 es el méas reportado en los estudios de asociacion con DT2 en todo el

mundo pero no en nuestra poblacidn, lo cual se explica por las diferencias étnicas presentes
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en cada poblacion de estudio y por la gran diversidad genética que existe entre poblaciones
e incluso etnias.

Los resultados de asociacion obtenidos con los parametros clinicos de nuestras
poblaciones con los SNPs de estudio nos indican que los parametros evaluados son
determinantes en el desarrollo, expresion o complicacion de estos padecimientos. La
asociacion con el IMC, TG y TAD va de la mano con estas alteraciones ya que la obesidad
predispone a presentar resistencia a la insulina y es un factor determinante en el desarrollo
de laDT2.

El enfoque tomado en cuenta con respecto a este trabajo es solamente el principio
de un gran proyecto ya que se debe de tomar en cuenta el origen étnico de nuestras
poblaciones de estudio, pues se sabe que dependiendo del origen existe mayor riesgo
genético de padecer o desarrollar alguno de estos padecimientos; por lo tanto un objetivo
independiente de este estudio seria tomar marcadores informativos de ancestria para
evaluar la estratificacion poblacional y tener resultados mas confiables al reducir la

posibilidad de tener falsos negativos o positivos.
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10. CONCLUSIONES

Dada la relevancia de estos padecimientos en la salud de la comunidad se requiere
encontrar estrategias cientificas que acorten los tiempos en la generacion de conocimientos
y que permitan disefiar modelos de prevencion y tratamiento. La meta se alcanzara cuando
estos modelos sean operables a través de programas asistenciales y se logre disminuir la
frecuencia de estas entidades.

Los resultados obtenidos no muestraron asociacion directa entre las variantes del
gen CDKALL1 con DT2 ni con SM posiblemente por la falta de marcadores de ancestria
para poder estratificar nuestras poblaciones. Ya que es de gran importancia realizar
estratificacion de los grupos de estudio con base en su descendencia étnica por posibles
falsos negativos o positivos ya que como lo hemos mencionado existen diferencias
genéticas entre poblaciones y en nuestro pais se cuenta con una diversidad genética muy
amplia.

A pesar de los resultados negativos en nuestra asociacion se cumplieron los objetivos
particulares:

Se form6 un banco de DNA de los individuos participantes en el estudio.

Se determind la existencia de la relacion entre los datos bioquimicos, antropométricos
y genéticos entre los grupos de estudio dando como resultado la asociacion genotipica con;
TG en el grupo control, HOMAZ2-IR, HOMA2 %B, insulina, IMC en el grupo con SM,
TAD en hombres con DT2 e IMC en el grupo en general de DT2.

AUn faltan andlisis por realizarse como la estratificacién de nuestros grupos de estudio,
la secuenciacion de nuestros fragmentos de amplificacion para verificar si no existen
variantes cercanas a las que estamos estudiando y puedan estas ser las que estén dando las
asociaciones reportadas en nuestro estudio, y se espera tener un poco mas claro el
panorama epidemioldgico que enfrenta actualmente nuestra sociedad con respecto al
creciente nimero de nuevos casos de personas que padecen alguna de estas enfermedades

multifactoriales.
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ANEXOS

13.1 Fundamento de las sondas TagMan.

Una sonda TagMan es un oligonicle6tido cuya secuencia es complementaria a la
region central del amplicon. Tiene una secuencia de 13 a 18 nucledtidos que presenta en el
extremo 5° una marca fluorescente (reportero) y en el extremo 3’ un “quencher” o
apagador que anteriormente era TAMRA (actualmente se utilizan apagadores no
fluorescentes) de tal forma que cuando estas dos moléculas se encuentran unidas por la
sonda, toda la fluorescencia emitida por el reportero, es absorbida por el apagador, por lo
que la fluorescencia global observada es igual a cero, a este fenédmeno se le conoce como
FRET de Forster (o Fluorescent) Transferencia de energia resonante (Resonant Energy
Transfer). Las sondas TagMan, que tienen una Tm mayor que los primers, por lo que
durante la etapa de alineacion, la primera en unirse a su secuencia especifica es la sonda, y
posteriormente los primers, de tal forma que cuando la DNA polimerasa se une al extremo
3’ del primer e inicia la elongacién en su paso se encuentra con la sonda y la degrada dada
su actividad exonucleasa 5° — 3°. Al ser degradada, libera al reportero del apagador lo
que suprime el fendémeno FRET vy la fluorescencia emitida por el sistema de deteccion del
ABI Prism HT7900 (Applied Biosystems, USA). Dado que la fluorescencia emitida es
proporcional a la cantidad de sonda degradada, y esta a su vez es proporcional a la cantidad
de templado generado, este sistema permite visualizar el incremento de amplicon a lo largo
de la reaccion de PCR.

La utilizacion de sondas TagMan presenta muchas ventajas en comparacion son
SYBR Green, ya que la incorporacion de un tercer oligonicleétido a la reaccion de PCR,
incrementa su especificidad, de esta forma la fluorescencia registrada corresponde
Unicamente a la generada por el producto de amplificacion, el cual es altamente especifico.
Otra ventaja es que no hay que hacer estandarizacion alguna pues los sistemas TagMan se
entregan ya optimizados y utilizan protocolos universales de amplificacion y permiten
analizar simultaneamente un gran numero de genes.

Sabemos que el paciente diabético desarrolla complicaciones durante la evolucion de
la enfermedad. Con este enfoque de genes-evolucion-complicaciones se podria llegar a

conocer que efecto tienen los SNPs ya sea como protectores 0 marcadores de riesgo.
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Esquema general de PCR en tiempo real y lectura de discriminacion alélica.

Deteccion de SNPs con ensayos de
PCR en tiempo real
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La secuenciacion del genoma humano representa un gran logro que puede tener
profundas consecuencias para la practica médica. Gracias a esta pueden ser identificados
nuevos genes de diversas enfermedades y la informacion obtenida podra algin dia ser
usada para predecir el riesgo de una persona de desarrollar una enfermedad especifica o su

respuesta a un medicamento en particular (Voronko et al., 2008).

13.2 Obtencion de material bioldgico.

Se obtuvo sangre venosa de los participantes, en ayuno, en tubos Vacutainer sin
anticoagulante y tubos preparados con EDTA, de la misma forma que en rutina para
cualquier examen de laboratorio; se centrifugo las muestras sanguineas a 2000 rpm durante
10 minutos a 20 °C, se separ0 el suero para ser utilizado para estudios bioquimicos y de la
muestra anticoagulada se obtuvieron células mononucleares, mediante centrifugacion por

gradiente de densidad.
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Extraccion de DNA.

Para la extraccion se utilizé un estuche comercial QlAamp DNA Blood Midi/ Kit
Handbook (Qiagen) y se procesaron las muestras segun el siguiente procedimiento:

El paquete celular se resuspendio con 2 mL de PBS 1x y se agitd vigorosamente en
vortex, se adicion6 200 pL de proteasa Quiagen, y 2.4 mL de regulador (AL), se volvié a
mezclar en vortex, se incubd a 70 °C durante 4 horas en agitacion constante (se mezclé en
vortex cada dos horas por periodos de 15 segundos). Posteriormente se adicionaron 2 mL
de etanol grado reactivo y se mezcl6 en vortex durante 15 segundos. Se dejo la mezcla
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se agitd en vortex, 15 segundos. Se
transfirieron 4 mL de la mezcla anterior a una columna QIAamp Midi y se colocaron en un
tubo de centrifuga de 15 mL, se centrifugaron a 3000 rpm durante 4 minutos a temperatura
ambiente. Al terminar se descarto el filtrado, y adicion6 el volumen restante de la mezcla,
se centrifug6 a 3000 rpm durante 4 minutos a temperatura ambiente. Se removid la
columna, se descarto el filtrado, y la columna se colocé otra vez en el tubo de 15 mL, se
adiciono6 2 ml de regulador de lavado (AW1) y centrifugé a 4100 rpm durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 2 mL del segundo regulador de
lavado (AW2) y centrifugd a 4,100 rpm, 20 minutos, a temperatura ambiente, después se
quito la columna del tubo e incubd a 70 °C, durante 10 minutos y al enfriarse se colocé la
columna en un tubo de centrifugacion nuevo de 15 mL, se adicionaron 300 pL del
regulador de eluido (AE) (previamente calentado a 40 °C ) al centro de la membrana. Se
incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos y se centrifugd a 4100 rpm durante 6
minutos a temperatura ambiente, se agrego de nuevo 300 uL de AE, se incubd 5 minutos a
temperatura ambiente y posteriormente se centrifugd a 4100 rpm durante 6 minutos a

temperatura ambiente.

13.3 Cuantificacion y determinacién de integridad del DNA (Feike 1998).
Se homogeneizo el DNA a cuantificar y se realizé una dilucion de cada muestra
1:10. Se tomaron las lecturas correspondientes a 260 y 280 nm para cada muestra y se
calcul6 la concentracion en el equipo Victor, Perkin Elmers. Se tomaron como adecuadas

para estudios posteriores aquellas muestras que tenian por lo menos 50 pug / mL de DNA.

Se calcul6 el cociente de las lecturas obtenidas a 260 nm y 280 nm con el fin de
determinar la pureza. El cociente debe de estar entre 1.8 y 2.0.
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Una vez que se realiz6 la extraccion, cuantificacion y determinacion de la pureza
del DNA, se procedio a realizar la prueba de integridad con objeto de observar la presencia

0 ausencia de degradacion, con la siguiente técnica (Sambrook 1989):

Se prepard un gel de agarosa al 0.9 % en TBE (Tris-Borato-EDTA 0.5M pH= 8.0),
y se adicion6 0.6 uL de bromuro de etidio (0.5 mg/mL), ademas se colocaron en el pozo
del gel 2 uLL de DNA y se adicionaron 2 uL de amortiguador de carga (azul de bromofenol
y Xilencianol en glicerol). Se cargd el gel colocando 4 uL de la mezcla y se realiz6 la
electroforesis a 80 voltios, 1 hr. Después se observo el gel en el analizador de geles
equipado con una fuente UV (BIO-RAD modelo ET9970623-54, USA).

13.4 Amplificacion por PCR tiempo real del fragmento de los 3 SNPs del gen
CDKAL1 de estudio.
Las sondas para los 3 SNPs, se adquirieron con base en el catdlogo de de Applaied
Biosystems, estas sondas estan marcadas con fluor6foros, en este caso VIC para el alelo “X”
y FAM para el alelo “Y” de acuerdo a la siguientes secuencias (alelo X y Y se refieren a

su ubicacion espacial en las graficas que da como resultados el equipo).

Informacion general de las sondas de estudio.

Cadigo Secuencia del fragmento del gen a analizar rs

C__ 29598297 10  CAGCTGTGTAAGTGTTGCTGAGAAA[C/TITGAGTTAGATGAAGACTGAAGATTG  rs9465871
C_ 31635230 10  TTTGGGAAAAGGGTTTAGTATCGTT[A/CITGCTGTCATTGCATCAAGTCATCGT  rs10946398
C 20246232 10 GGGGAAGAAGTAGTAATGTTGGAAA[C/G]GTTGACTTGATAGAGGATTTTGTAA 57754840

* Caodigo de Catalogo Applaied Biosystem.

Como se observa en las secuencias de la tabla de arriba siempre la primera base
nitrogenada que se encuentra dentro del corchete va marcada con el fluor6foro VIC y la

siguiente con el fluor6foro FAM.

Técnica TagMan para SNPs en el software S.D.S. version 2.2.2 para el equipo
7900HT de Applied Biosystems.
Una vez que se obtuvo DNA integro y con la pureza adecuada, se prepararon diluciones de

cada muestra de DNA a una concentracion de 20 ng/ uL. Es importante que las muestras

-56 -



tengan concentracion uniforme para que se agrupen en los tres genotipos posibles:
homocigotos 1, heterocigotos, homocigotos 2.
1. Posteriormente, se hace una mezcla de reaccion con los reactivos de Applied
Biosystems,
a. 3ul de Master Mix.
b. 0.25ul de sonda al 20X.
c. DNA 1ul (20 ng/ uL), el rango va de 5-30 ng/ uL.
d. Agua inyectable: ajustar a 6 uL.
Nota: La Master Mix contiene el buffer, los NTPs y la Tag Polimerasa.
2. Secolocalos 5 ulL de lamezclay 1 uLL de DNA en cada pozo (uno por muestra) y

se sella con la “cover”. Se corre con las siguientes condiciones de PCR.

Inicial (Hold) 2 min 50 grados C
“Steps” (Hold) 10 min 95 grados C
“Meeting” 15seg 95grados C
Alineacion /extension 1 min 60 grados
NUmero de ciclos: 40

“Thermal Cicler Protocol” Standar

Nota: EI nimero de ciclos va de 40 a 50, dependiendo del tamafio del amplicon.

Programacion para discriminacion alélica en el software S.D.S. version 2.2.2 para el

quipo 7900HT de Applied Biosystems.

3. Se encendi6 la computadora, posteriormente el equipo de PCR en Tiempo Real
HT7900. Ya que el equipo se estabilizd y solo si tiene luz verde se accedi6 al
programa S.D.S 2.2.2.

4. Se accedio a una plantilla nueva en donde aparecié una ventana con varias opciones
(cuantificacion absoluta, discriminacién alélica) y de calibracion como: Background
(se realizd cada mes 6 cada semana dependiendo de el uso de el equipo) y Pure
Spectra (calibracion) se realiz6 cada 6 meses, entre otras. La primera plantilla que se
abrié fue la de cuantificacion absoluta (Absolute Quantification), en donde se
seleccion¢ toda la placa.

5. Se adiciono el detector, y también los NTC (No Template Control) y se colocé como
referencia pasiva a Rox, posteriormente se abrid la pestafia de “instrument” en donde

se verificd las condiciones de PCR ya mencionadas. Una vez ya terminada esta
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plantilla se guardd en un archivo para llevar su registro y su control, ademas de que
nos sirvid para poder verificar nuestros resultados en posteriores ocasiones.

Ya que se termin0 la cuantificacion absoluta, abrimos una plantilla nueva y
seleccionamos la opcion de Discriminacion alélica en donde seleccionamos un
marcador, NTC y referencia pasiva (ROX). Se guardd en un archivo para poder
verificar nuestros resultados en posteriores ocasiones.

Una vez que se termino se abrio nuevamente la plantilla de Cuantificacion Absoluta,
en donde en la opcion de “instrument”, se dio un “click” en “open/close”,
introduciendo la placa previamente cargada con la mezcla y DNA, se di6é nuevamente
“open/close”, ya que se cerro se dio “Start” y se espero alrededor de 1:45 hrs. Para
que el equipo termine la reaccion de PCR-Tiempo Real.

Ya que la reaccion de PCR concluyé se abrid la plantilla de Discriminacion Alélica
en donde en la pestafia de “instrument” se dios la orden de “Post Read”.

Una vez que se realiz6 la reaccion de PCR en Tiempo Real y Discriminacion alélica
se realiz6 una revision de resultados de ambas corridas.

10. Se determind cuales muestras son homocigotos para alguno de los dos alelos y cuales

son heterocigotos.

13.5 Esquema de trabajo y valores de referencia para las pruebas bioquimicas.

Glucosa Creatinina Colesterol LDL HDL Triglicéridos
Técnica Enziméatica de | Jaffé modificado | Enzimético de Punto final Punto final | Punto final
usada punto final Punto final
Longitud de 340 nm 520 nm 520 nm 560 nm 520 nm 520 nm
onda
Rango 5-700 mg/dL 0.3-25 mg/dL 5-750 mg/dL 6.6-992 mg/dL | 5-90 mg/dL 10-1000
analitico mg/dL
Valores de Aceptable< 130 Mujeres
referenciaen | 70-105 mg/dL | 0.6-1.3 mg/dL Bajo riesgo<200 | Medio 130-159 | >50 mg/dL 35-160
suero Incierto 201-239 Alto > 160 Hombres mg/dL
Alto>240 mg/dL mg/dL >40 mg/dL.
Volumen de
muestra por 3pL 20pL 3pL 3pL 5uL 3uL
ensayo
Volumen de
reactivo por 300pL 219uL 300pL 300pL 300pL 300pL
ensayo
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