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RESUMEN

La diabetes tipo 2 (DT2) es un desorden metabdlico,
caracterizado por hiperglicemia como resultado de defectos en la
secrecion y/o accién de la insulina. Se ha demostrado que
existen varios genes involucrados con la DT2, uno de ellos es el
gen CAPN10, que mediante estudios de posicionamiento clonal
en poblacién México-americana demostraron que polimorfismos
en dicho gen confieren riesgo a desarrollar DT2. Frecuencias
alélicas y genotipicas del polimorfismo Indel 19 en un estudio
piloto en mujeres ecuatorianas diabéticas y no diabéticas no
mostraron diferencias significativas al ser comparados. Por ello
se amplié el tamafio de muestra para corroborar los resultados
obtenidos del polimorfismo Indel 19 y su relacién con
caracteristicas antropométricas y clinicas.

Se analizaron 370 individuos diabéticos y no diabéticos del IESS
Loja, para la determinacion del Indel 19 y sus correspondientes
determinaciones antropométricas y clinicas, obteniéndose una
frecuencia genotipica en diabéticos para el 3R/3R del 38.4%,
2R/2R del 14.1% y 2R/3R del 47.6% con resultados similares
para los no diabéticos y sin diferencia significativa (p= 0.35). En
tanto que la frecuencia alélica para los sujetos diabéticos fue
para el alelo 2R del 37.8% y 3R del 62.2%, resultados
semejantes para los no diabéticos y con diferencias no
significativas (p= 0.94).

Los resultados de genotipos y alelos con los datos
antropométricos y clinicos de diabéticos y no diabéticos
mostraron diferencias significabas (p< 0.05) para glucosa en
ayuno, indice de masa corporal, perimetro abdominal, presion
sistélica/diastdlica, colesterol total, colesterol LDL y creatinina.

Palabras Claves: Diabetes tipo 2, CAPN10, Polimorfismo.
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ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2D) is a metabolic disorder characterized by
hyperglycemia resulting from defects in secretion and / or insulin
action. It has been shown that several genes involved in T2D, one
of them is the CAPN10 gene that by positioning studies clonal in
Mexico-American population showed that polymorphisms in this
gene confer risk to develop T2D. Allele frequencies and genotype
19 Indel polymorphism in a pilot study in women with diabetics
and nondiabetics Ecuadorians showed no significant differences
when compared. Therefore expanded the sample size to confirm
the results obtained Indel 19 polymorphism and its relationship
with anthropometric and clinical characteristics.

Have been analyzed 370 diabetics and nondiabetics individuals
IESS Loja, for determining the Indel 19 and their anthropometric
and clinical measurements, giving a genotype frequency in
diabetics for 3R/3R 38.4%, 2R/2R 14.1% and 2R/3R of 47.6%
with similar results for non-diabetics and showed no significant
difference (p= 0.35). While the allele frequency in diabetics for the
2R allele was 37.8% and 3R was 62.2% with similar results for
nondiabetics with significant difference (p= 0.94).

The results of genotypes and alleles with anthropometric and
clinical characteristics of diabetics and nondiabetics patients
showed significant differences (p< 0.05) for fasting glucose, body
mass index, waist circumference, systolic/diastolic blood
pressure, total cholesterol, LDL cholesterol and creatinina.

Keywords: Type 2 Diabetes, CAPN10, Polymorphism.
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OBJETIVOS GENERALES

e Determinar la presencia del polimorfismo Indel 19 en el
gen de calpainalO en un grupo de individuos y evaluar
su relacion a diabetes tipo 2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas del
polimorfismo Indell9, en individuos diabéticos y no
diabéticos.

e Determinar diferencias significativas entre las
caracteristicas antropométricas y clinicas, y las
frecuencias alélicas o genotipicas, de los individuos a
estudiar.
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1. INTRODUCCION
1.1 DIABETES

La diabetes es un desorden metabdlico crénico de mdltiples
etiologias, caracterizado por hiperglicemia cronica con disturbios
en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas; que
resulta de los defectos en la secrecion y/o accion de la insulina.
Se asocia con dafio a largo plazo, disfuncién y falla en varios
organos, especialmente en los ojos, rifiones, nervios, corazon,
vasos sanguineos y cerebro (ADA, 2010).

La diabetes alrededor del mundo ha afectado aproximadamente
a 246 millones de personas hasta el 2007, de las cuales 3,8
millones de personas murieron a causa de esta patologia.
Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para el afio
2025 esta cifra se incrementara a 300 millones (Barroso et al.,
2003).

El Ministerio de Salud Publica del Ecuador en el 2007, menciona
gue la diabetes esta entre las diez principales causas de
morbilidad ocupando el quinto lugar; registrandose 25.824 casos.
En la ciudad de Loja se reportd en el mismo afio 933 casos de
personas con esta patologia (MPS, 2007).

1.1.1 Clasificacion de la diabetes

Segun la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) esta
enfermedad se clasifica en:

1.1.1.1 Diabetes tipo 1

La Diabetes tipo 1 (DT1) se caracteriza por la destruccion
autoinmune de las células B pancreaticas; con deficiencia
absoluta de insulina, lo que lleva al individuo a depender de la
administracion de esta hormona.

Este tipo de diabetes afecta del 5-10% de toda la poblacién
diabética (Harris et al., 2004, ADA, 2010).
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1.1.1.2 Diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 (DT2), se considerada una enfermedad
compleja, caracterizada por un desorden en el metabolismo de
los carbohidratos, grasas y proteinas, debido a una mala
secrecion y/o accion de la insulina; lo que produce hiperglicemia,
gue inicialmente es asintomatica y que con el tiempo puede
producir una serie de complicaciones como: retinopatia,
nefropatia y neuropatia periférica. La DT2 incrementa el riesgo
de presentar enfermedades cardiovasculares, ateroscleréticas,
arteriales y cerebrovasculares (ADA, 2010) y en los ultimos afios
esta adquiriendo proporciones de una auténtica epidemia.

La DT2 representa del 90-95% de las personas con diabetes,
afectando en mayor proporcién a personas mayores de 45 afios
(Gonzalez et al., 2005, ADA, 2010, Horikawa et al., 2000).

1.1.1.3 Otros tipos de diabetes

Dentro de esta categoria se agrupan a aquellos causados por
defectos monogenéticos, que afectan el funcionamiento de las
células B pancreaticas o la accion de la insulina, asi como
también por enfermedades del pancreas o la administracion de
algunos medicamentos (ADA, 2010).

1.1.1.4. Diabetes gestacional

La Diabetes Gestacional (DG) se define como una intolerancia a
la glucosa, que comienza o se diagnostica por primera vez
durante el embarazo (ADA, 2010).

1.1.2. Factores de riesgo a diabetes tipo 2

Segun Zimmet et al., 2001, los factores de riesgo a DT2 son:

. Factores Genéticos: antecedentes familiares, marcadores
genéticos y genes de tipo ahorrador.
e  Caracteristicas Demogréficas: sexo, edad y etnia.
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e Comportamiento y Estilo de Vida: obesidad, inactividad
fisica, dieta y estrés.

e Factores Metabdlicos y Determinantes de Categorias
Intermedias de Riesgo a DT2: intolerancia a la glucosa,
resistencia a la insulina, diabetes gestacional.

1.1.3 Genética de la diabetes tipo 2

La DT2 es una enfermedad hereditaria y multigénica, es decir es
el producto de miltiples mutaciones en distintos genes,
provocando un conjunto de alteraciones y por ello se la considera
de etiologia compleja (Cruz et al., 2005).

Por lo anteriormente citado, diversos genes participan en la DT2,
los cuales se encuentran distribuidos en distintos cromosomas y
regiones cromosémicas (1925.3, 2g37.3, 3p24.1, 3928, 10
026.13, 12g24.31 y 18pl11.22), con una asociacion significativa
para la enfermedad (Cruz et al., 2005).

De los genes asociados con el desarrollo de DT2 se encuentran
principalmente aquellos relacionados con el metabolismo de la
glucosa e incluyen a los genes implicados en la sefializacion de
la insulina, transporte de glucosa, sintesis de glucégeno; asi
como aquellos que participan en la sintesis y absorcion de acidos
grasos, diferenciacion adipocitica entre otros (Cruz et al., 2005).

Uno de los genes mas promisorios y cuestionados de asociacién
con susceptibilidad a DT2 es el gen de la calpaina 10 (CAPN 10);
el cual mediante ensayos de posicionamiento clonal, demostré
conferir mayor susceptibilidad a DT2 en poblacién México-
americana (Horikawa et al., 2000, Del Bosque-Plata et al., 2004).

Esta susceptibilidad fue atribuida a polimorfismos de un solo
nucleétido (SNPs) SNP-43, SNP- 63 y la insercion/deleccion de
32pb (Indel 19) y su correspondiente haplotipo 112/121
(SNP43*G, Indel 19* 2 repeticiones de 32pb, SNP63*T)/
(SNP43*G, Indel 19* 3 repeticiones de 32pb, SNP63*C).
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Dicho haplotipo confiere un triple riesgo a la enfermedad en
poblacién México Americana, aunque también se encontré un
alto riesgo en poblaciones Europeas (Alemana y la Finlandesa)
(Horikawa et al., 2000, Evans et al., 2001, Lopez-Ordufia et al.,
2007, Hanis et al., 1996).

1.2. CALPAINAS

La calpaina pertenece a la familia no lisosomal de enzimas
proteoliticas dependientes de Ca,, encargadas de catalizar la
ruptura endoproteolitica de substratos especificos (Srrenan et al.,
2001).

1.2.1. Estructura y funcién de las calpainas

La superfamilia de calpainas son proteinas que presentan
estructuras bastante divergentes, probablemente debido a sus
funciones fisiologicas; las cuales se han adaptado vy
especializado de acuerdo al tipo de célula (Suzuki et al., 2001),
estas funciones son: division, diferenciacién y regularizacion
celular, apoptosis, necrosis, reorganizacién del citoesqueleto,
sefiales de adherencia y transduccién de sefiales intracelulares
(Diaz-Villasefior et al., 2007, Sreenan et al., 2001).

Al momento se conocen 15 calpainas, algunas de ellas presentan
una distribucién ubicua y otras son érgano especificas, las cuales
estan codificadas por 16 genes localizados en distintos
cromosomas (Tabla. 1).
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PROTEINA

Calpaina 2

Ubicua

Calpaina 4

Calpaina 6

Placenta

Mucosa estomacal

Calpaina 8
Calpaina 10

Ubicua

Ubicua

Calpaina 12
Calpainal4

Modificado de Evans et al., 2007

Los miembros mas caracterizados de esta superfamilia, son
micromolar-calpaina (p-CAPN) y milimolar-calpaina (m-CAPN),
las cuales han recibido estos nombres por los requerimientos de
calcio libre para cumplir con su funcién (Schad et al., 2002,
Suzuki et al., 2001).

Estructuralmente las calpainas constan de una unidad catalitica y
una unidad reguladora, las cuales estan constituidas de cuatro y
dos dominios respectivamente (Goll et al., 2003).
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.2.2. Calpaina 10

El gen de CAPN10 se ubica en la regién NIDDM1 en el
cromosoma 2g37.3, esta formado por 15 exones que abarcan 31
kb de la secuencia gen6mica y codifica una proteina de 672
aminoacidos (Hanis et al., 1996, Srrenan et al., 2001, Song et al.,
2004 y Salamanca-Gomez, 2001).

Aungue este gen se expresa en forma ubicua, presenta un
procesamiento alternativo que genera 8 formas diferentes de
Calpaina 10 (a-h), como se muestra en la Figura 1.

Figura 1. Isoformas de calpaina 10
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Se menciona que la calpaina-10a es la mayor isoforma presente
en varios tejidos. Transcritos de calpaina-10 ¢ y g han sido
detectados en muchos tejidos, incluyendo musculo esquelético e
islotes pancreédticos; mientras que el RNA mensajero de
calpaina- 10h esté presente en niveles moderados en los islotes
pancreaticos, pero no ha sido encontrado en otros tejidos.

Las isoformas b, d, e y f al parecer son menos abundantes
(Horikawa et al., 2000).

La calpainal0 juega un papel importante en la homeostasis de la
glucosa; varios estudios han demostrado que esta proteasa
puede tener efectos especificos en tejido blanco para insulina,
ademas, se ha propuesto su papel como regulador de la
exocitosis de dicha hormona. También se ha identificado su
importancia en la supervivencia de las células B pancreaticas
(Diaz-Villasefior et al., 2007, Lynn et al., 2002).

1.3 CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS Y CLINICAS
RELACIONADAS CON DIABETES TIPO 2

Debido a la complejidad de la DT2 mencionada anteriormente, es
muy importante analizar los cambios metabdlicos que se
presentan a causa de esta enfermedad, ya que la diabetes se la
considera como el fenotipo final de problemas metabdlicos
cronicos asintomaticos que pueden iniciar desde las primeras
etapas de la vida y que en la mayoria de los casos se puede
evitar modificando el factor ambiental (Cruz et al., 2005 y Cruz et
al., 2002).

El fallo en la homeostasis de la glucosa esta relacionado con una
serie de complicaciones en el transporte de la misma, secrecion
y/o accidn de la insulina y es por ello importante monitorear los
niveles de glucosa; asi como la presion arterial, perfil lipidico e
indice de masa corporal, ya que estos estdn fuertemente
asociados con DT2.

En diversas investigaciones sobre diabetes tipo 2 se han
asociado los polimorfismos del gen CAPN-10 con distintos
fenotipos.
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El Indel 19 es uno de los polimorfismos estudiado en varias
poblaciones, el cual se ha relacionado con algunas
caracteristicas clinicas y antropométricas en individuos diabéticos
y no diabéticos.

En una poblacién de 100 mujeres ecuatorianas diabéticas y no
diabéticas analizaron este polimorfismo, obteniendo diferencias
significativas en los valores de glucosa en ayuno al comparar
ambos grupos (Cordova y Torres, 2009).

En poblacién espafiola se ha observado que este polimorfismo se
encuentra relacionado con resistencia a insulina, presion
sistélica/diastélica, colesterol LDL y con niveles de glucosa en
ayuno (Saez et al., 2008), mientras que en poblacidon caucasica
se ha observado una relacion con insulina en ayuno y resistencia
a insulina (Elbein et al., 2002).

Por otra parte polimorfismos como el SNP 43, se ha asociado
con niveles elevados de glucosa en ayuno, glucosa postpandrial,
porcentaje de grasa corporal y la respuesta aguda a la insulina
en la poblacion de indios Pima (Horikawa, 2006, Carrillo y
Panduro, 2001).

En poblacién sueca el SNP 43 se ha relacionado con el indice de
masa corporal, indice cintura cadera y concentracion de
triglicéridos (Carlsson et al., 2004); en tanto que en poblacion
finlandesa con concentracién de insulina en ayuno y niveles
elevados de acidos grasos libres (Orho-Melander et al., 2002).

El SNP 63 en poblaciéon caucasica ha sido relacionado con el
area bajo la curva de la insulina y con los niveles de insulina
luego de dos horas de una carga de la misma (Elbein et al.,
2002). Sin embargo en poblacién de indios de Sur se ha
encontrado relacion con el incremento de los niveles de la
glucosa en ayuno y la tolerancia a la glucosa (Cassell et al.,
2002).
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2. MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION DE MUESTRAS

Se recolectaron 185 muestras de sangre de individuos con
diagnéstico de DT2, y 185 de individuos no diabéticos; los cuales
son pacientes del Dispensario Ambulatorio y del “Hospital Manuel
Ignacio Montero”, del Instituto Ecuatoriano de Seguridad Social
de Loja.

Ambos grupos de individuos llenaron un cuestionario y firmaron
el debido consentimiento informado.

Ademas se aplicaron los siguientes criterios de inclusion para los
dos grupos:

Diabéticos:
e Hombres / Mujeres (>40afios).
e Diagnostico de DT2.
¢ Individuos ecuatorianos (basado en su propio reporte por
3 generaciones).

No diabéticos:
e Hombres / Mujeres (> 60 afios sin antecedentes de DT2
linea directa).
e Diagnostico negativo de DT2 e hipertension.
Glucosa en ayunas < 110 mg/d|
Individuos ecuatorianos (basado en su propio reporte por
3 generaciones).

PRUEBAS DE LABORATORIO CLINICO

Obtenidas las muestras de sangre de individuos diabéticos y no
diabéticos en condiciones de ayuno, se realizaron pruebas de
laboratorio clinico para la determinaciéon de glucosa, colesterol
total, colesterol HDL, colesterol LDL, triglicéridos, creatinina.
Todas estas determinaciones se llevaron a cabo en el
Laboratorio Clinico del Dispensario Ambulatorio del IESS Loja.

EXTRACCION DE ADN
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Antes de llevar a cabo la extraccion del ADN se aislaron linfocitos
mediante Histopaque 1077 (Sigma), y luego se siguieron las
instrucciones del AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit
(Axigen), para la obtencion del ADN.

La extraccion del DNA se constatdé mediante electroforesis en
geles de agarosa al 0,8%, y luego se cuantifico por fluorometria
usando el kit Quant-iT Picogreen dsDNA Reagent (Invitrogen) por
medio del equipo Fluroeskan Ascent FL.

DETERMINACION DEL INDEL 19

La determinacion del Indel 19 se realizd6 mediante PCR,
empleando el kit Go Taq Green Master Mix (Promega) (Buffer 5x
green Go Taq, BSA al 1 %, primer sentido y antisentido 10 uM,
dNTP 10 mM, Tag Polimerasa 5 U/ul).

Usando los primers previamente reportados por Orho-Melnader,
et al,, 2002 (sentido 5’GTTTGGTTCTCTTCAGCGTGGAG3" y
antisentido 5 CATGAACCCTGGCAGGGTCTAAG3Y), bajo las
condiciones de: desnaturalizacién inicial a 94°C por 12 minutos,
40 ciclos a 94C° por 30 segundos, 58°C por 30 segundos y 72°C
por 80 segundos; con una extension final de 72°C por 5 minutos,
en el equipo Viteri 96 Well Thermal Cycler.

Identificandose productos de PCR de 187 y 155 pb que
corresponde a la insercion y deleccion de 32 pb,
respectivamente, los cuales fueron visualizadas en geles de
agarosa al 2% y tefiidos con bromuro de ethidio.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos del Indel 19 obtenidos se analizaron por medio de la
prueba de chi-cuadrado con el programa Epidat 3.1 (aprobado
por la Asociacion Panamericana de la salud y Xunta de Galicia).
El nivel de significancia empleado fue del 5%, considerandose
una diferencia significativa si el p-value es menor al 0.05.
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Para determinar si la poblacién se encuentra en el equilibrio de
Hardy Weinberg se uso el recurso online del Instituto para
Gendmica Humana (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.p).

Los datos antropométricos y clinicos entre diabéticos y no
diabéticos se analizaron mediante un test llamado, “t test” con un
post test Mann Whitney, con un nivel de significancia de p< 0.05.
Mientras que para determinar las relaciones de las frecuencias
genotipicas y alélicas con los datos antropométricos y clinicos se
utiizo ANOVA con un nivel de significancia de p< 0.05
(GraphPad Prisma 5.0).


http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.p
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2.1. ESQUEMA DE PROCEDIMIENTO

Aplicacion de Cuestionario y Firma de Consentimiento Informado
(Diabéticos y No Diabéticos)

v

Toma de Muestras de sangre en ayuno

- N
Pruebas de Laboratorio Clinico Separacion de Linfocitos y
Extraccion de ADN

RS- T [

Bin,

Glucosa
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Colesterol HDL
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Triglicéridos
Creatinina
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200 pb
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-
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° o
Productos 187 pb 155pb 187 pb
155 pb
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3. RESULTADOS

Al genotipar los dos grupos de estudio para la determinacion del
Indel 19, no se encontr6 diferencia significativa entre los
genotipos.

Las frecuencias genotipicas para los sujetos diabéticos, en el
genotipo 3R/3R fue del 38.4%, 2R/2R del 14.1% y para el 2R/3R
del 47.6%; mientras que para los sujetos no diabéticos el 3R/3R
fue del 40.5%, 2R/2R del 16.8% y para el 2R/3R del 42.7%; como
se indica en la tabla 2.

Las frecuencias alélicas para los sujetos diabéticos, en el alelo
2R fue del 37.8% y para el 3R del 62.2%; mientras que para los
sujetos no diabéticos el 2R fue del 38.1% y para el 3R del
61.9%. (Tabla. 2).

Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas del Indel 19 en
diabéticos y no diabéticos.

Diabéticos No Diabéticos p
(185) (185) value
3R/3R: 0.384 3R/3R: 0.405 0.67
(71) (75) :
Frecuencia ) )
Genotipica 2R/2(F\;.6()).141 2R/253.1()).168 0.47
(NUmero)
2R/3R: 0.476 2R/3R: 0.427 0.35
(88) (79) ’
Frecuencia 2R:0.378 2R:0.381
Alélica (140) (141) 0.94
(NGmero) 3R:0.622 3R:0.619
(230) (229)

Prueba de chi-cuadrado, p-value < 0,05.

La poblacién estudiada es genéticamente homogénea tanto para
sujetos diabéticos como no diabéticos, con un p- value de 0.87 y
0.19 respectivamente, mediante el equilibrio de Hardy-Weinberg

(p-value > 0.05 poblacién en equilibrio).



UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
La Universidad Catlica de Loja

Caracteristicas _antropométricas vy clinicas de los sujetos
diabéticos y no diabéticos

Los resultados obtenidos de las caracteristicas antropométricas
y clinicas para diabéticos y no diabéticos se detallan en la Tabla.
3; en donde se puede observar que existieron diferencias
significativas (p-value <0.05) para el peso, talla, indice de Masa
Corporal (IMC), Perimetro Abdominal (PA), Presién Sistdlica
(PS), colesterol total, triglicéridos, colesterol LDL, glucosa en
ayuno, creatinina y depuracion de creatinina.

Los resultados analizados por sexo, para diabéticos y no
diabéticos; en los que se considera la presencia de diferencias
anatomicas y fisiologicas con relacion a la masa muscular y al
contenido graso; se observd que existieron diferencias
significativas para las mujeres en cuanto al IMC (p= 0.0009), PA
(p= 0.04), colesterol HDL (p= 0.0013) y colesterol LDL (p=
0.0001). En tanto que para los hombres en el IMC (p< 0.0001),
PA (p< 0.0001) y creatinina (p= 0.0039).
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Tabla 3. Caracteristicas antropométricas y clinicas de diabéticos y no diabéticos.

Caracteristicas
Antropométricas

Diabéticos (185)

No Diabéticos (185)

y Clinicas Media DE P25 P75 Media DE P25 P75 pvalue Valores de Referencia
Edad (afios) 6526 1098  57.00  73.00  69.61  7.784  63.00 7550

Peso (kg) 69.07 1264 6000 7800 6452 9768 5800 7150  0.0003

Talla (m) 1539 00806 1490  1.600 1574 00891 1520  1.640  <0.0001

iMC (Kg/m?) 2914 4835 2620 3150 2619 4110 2300  29.00  <0.0001 19 - 25 (Kg/m2)

PA (cm) 1017 1046 9500  109.0 9674 1258  89.00  103.0  <0.0001 M (88 cm), H (102cm)
FC (seq) 7508 1105  68.00 8000 7277 1136 6500 8100  0.0639

PS (MmHg) 1372 2093 1200 1500  121.8  13.99 1115  130.0  <0.0001 120 mmHg

PD (mmHg) 7782 9574 7000 8000 7663 1143 7000 8250 03755 80 mmHg

(cn?g%})erm Total 200.9 4315  179.0 2400 1931 4356  167.0 2235  0.0003 200 - 239 mg/dl
fn?gjjf;”"' (2L 47.94 14.72 40.00 53.00 49.78 13.40 4075 5605 01619 M (40 mg/dl) H (35 mg/dl)
(Tr::g/';cl;é”dos 190.2 9201  127.0 2340  167.3  69.92  121.0 1926 00234 200 - 300 mg/dl
?n‘]’;zf)em' LbL 1241 4554 9480 1524  109.9 3814  87.20 1315 00003 100 - 129 mg/di

?J}‘éﬁgsa en Ayuno 1470 5560 1100 1695  92.85 10.11 8745  100.0 <0,0001  75- 115 mg/dl
Creatinina (mg/dl) 08049  0.3404  0.6000  0.9000 0.9470 04983 07000 1.050  0.0001 0.8 - 1.5 mg/dl
Depuracién de 93.05 6594 6410  107.0 7574  48.23 5343 8754 <00001 M (88 -126 mimin)

Creatinina (ml/min)

H (97-137ml/min)

IMC: Indice de Masa corporal, PA: Perimetro Abdominal, FC: Frecuencia Cardiaca, PS: Presién Sistélica, PD: Presién Diastélica, M:
Mujeres, H: Hombres. El analisis estadistico de las variables se obtuvo mediante la prueba de t test mediante un post test Mann Whitney
(GraphPad Prism 5.0); con un valor de p-value < 0,05.
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Relacion de genotipos con datos antropométricos vy clinicos
entre diabéticos y no diabéticos

Al relacionar los resultados de datos antropométricos y
clinicos con los genotipos entre el grupo diabético y no
diabético se observo que:

Para el 2R/2R, Unicamente la caracteristica clinica que
present6 diferencia significativa fue la glucosa en ayuno (p <
0.0001).

Para el 3R/3R presentd una diferencia significativa en PS, PD,
colesterol total y glucosa en ayuno; mientras que para el
genotipo 2R/3R en creatinina, glucosa en ayuno y PS como
se detalla en la tabla.4.

EL genotipo 3R/3R mostré una mayor diferencia significativa
en hombres para el IMC, mientras que para mujeres fue el
colesterol LDL. EI genotipo 2R/3R presentd una mayor
diferencia significativa en hombres para el IMC y PA, como
se observa en la tabla.5.
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Tabla 4. Relacién de los genotipos 3R/3R, 2R/3R y los datos antropométricos y clinicos en diabéticos y
no diabéticos.

3R/3R 2R/3R
Caracteristicas Diabéticos No Diabéticos Diabéticos No Diabéticos

Antropométricas (71) (75) (88) (79)

y Clinicas p value p value

Media = DE Media =+ DE Media + DE Media + DE

PS (mmHg) 135+ 19.4 121 £ 11.7 <0.001 138 £22.1 121 £ 15.7 <0.001
PD (mmHg) 80+ 10.5 76 +11.9 <0.05 77+9.1 77 £10.6 NS
(Cng’é?szm' B 216 + 44.6 189.6+40.14  <0.001 2043397  195.1+44.3 NS
Glucosaen 135+ 58.4 93.9+9.82 <0.001 146.7+57.8  91.98+105 <0.05
Ayuno (mg/dl)
Creatinina (mg/dl) 0.78 £0.27 0.93+0.48 NS 0.81+0.39 0.98 £ 0.53 <0.001

PS: Presion Sistdlica, PD: Presion Diastdlica. NS: No Significativo. El andlisis estadistico de las variables se obtuvo
mediante la prueba de ANOVA (GraphPad Prism 5.0); con un valor de p-value < 0.05.
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Tabla 5. Relacion de los genotipos 3R/3R, 2R/3R por sexo con datos antropométricos y clinicos entre
diabéticos y no diabéticos.

3R/3R 2R/3R
Caracteristicas o L LiONIBRES L .
Antropométricas Diabéticos No Diabéticos Diabéticos No Diabéticos
(22) (37) p value (24) (41) p value
Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
IMC (Kg/m’) 28.69+335  2530+282  <0.001  2820+321  2459+3.85  <0.001
PA (cm) 102.3 £ 8.82 96 + 9.58 NS 101.5 £ 8.66 91.9+12.26 <0.001
MUJERES
Caracteristicas Diabéticas  No Diabéticas Diabéticas No Diabéticas
Clinicas (49) (38) p value (64) (38) p value
Media + DE Media = DE Media + DE Media + DE
(lell=sigel el 137.2+453  1037+418  <0.001  122.8+4467  113.9+3853 NS

(mg/dl)

IMC: indice de Masa corporal, PA: Perimetro Abdominal. NS: No Significativo. El analisis estadistico de las variables
se obtuvo mediante la prueba de ANOVA (GraphPad Prism 5.0); con un valor de p-value < 0.05.
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Relacién de alelos con datos antropométricos vy clinicos entre
diabéticos y no diabéticos

El alelo 2R presentd una diferencia significativa para con glucosa en
ayuno, PS y creatinina; el alelo 3R mostré diferencias con colesterol
total, glucosa en ayuno, creatinina y PS; como se visualiza en la
tabla.6.

Los alelos 2R y 3R en hombres mostraron diferencias significativas
en el IMC y PA, en tanto que en mujeres el alelo 3R mostré
significancia en el Colesterol LDL; como se detalla en la tabla. 7.
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abla 6. Relacion de los alelos 2R y 3R y los datos antropométricos y clinicos en diabéticos y no

diabéticos.
2R 3R

Caracteristicas Diabéticos No Diabéticos Diabéticos No Diabéticos
Antropométricas (140) (141) (230) (229)

y Clinicas p value p value

Media + DE Media =+ DE Media + DE Media + DE

PS (mmHg) 138 +21.9 123 £ 16.3 <0.001 137 £ 20 121+ 13.9 <0.001
Colesterol Total
(mg/dl) 206.8 £ 42.17 195.6 £ 45.77 NS 209+42.1 192.4 + 42.19 <0.01
Glucosa en
Ayuno (mg/dl) 144.7 + 53.92 92.13 +10.28 <0.001 148.5 + 57.89 92.92 + 10.7 <0.001
%Z?;‘lr)"”a 0.82 £ 0.38 0.96 + 0.51 <0.05 0.80 +0.34 0.95 £ 0.51 <0.01

PS: Presion Sistolica. NS: No Significativo. El andlisis estadistico de las variables se obtuvo mediante la prueba de
ANOVA (GraphPad Prism 5.0); con un valor de p-value < 0.05.
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abla 7. Relacion entre el alelo 2r, 3r por sexo con los datos antropométricos y clinicos entre diabéticos
y no diabéticos.

2R 3R
HOMBRES
AC?factefiS,ii?aS Diabéticos No Diabéticos Diabéticos  No Diabéticos
niropometricas
p (50) (77) p value (68) (115) p value
Media = DE Media = DE Media = DE Media = DE
2
IMC (Kg/m") 28.34 + 2.99 2503+387 0001 ogani325  2492+340 2 <0001
PA (cm) 101.50+823  9343+1151 0901 4019+865 93871117 <0001
MUJERES
Caracteristicas Diabéticas No Diabéticas Diabéticas No Diabéticas
Clinicas (90) (64) p value (162) (114) p value
Media + DE Media + DE Media + DE Media + DE
Colesterol LDL 127.1+4417  113.9+40.01 NS 1289453  108.9+36.54 <0.01

(mg/dl)

IMC: indice de Masa corporal, PA: Perimetro Abdominal. NS: No Significativo. El analisis estadistico de las variables
se obtuvo mediante la prueba de ANOVA (GraphPad Prism 5.0); con un valor de p-value < 0.05.
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4. DISCUSION

El gen CAPN10 fue identificado por posicionamiento clonal y sus
variantes tienen una asociacion del doble o triple riesgo a DT2 en
diferentes poblaciones. Sin embargo, los polimorfismos y haplotipos
asociados a DT2, asi como sus frecuencias, difieren notablemente
entre los estudios y las poblaciones (Orho-Melander et al., 2002).

En esta investigacién de 370 sujetos diabéticos y no diabéticos, el
polimorfismo Indel 19 no presentod diferencias entre los grupos (p=
0.35); lo que permite corroborar el estudio piloto realizado por
Cérdova y Torres en el 2009; en el que analizaron dicho
polimorfismo en un grupo pequefio de mujeres ecuatorianas
diabéticas y no diabéticas, y cuya diferencia no fue significativa (p=
0.33).

Los resultados de frecuencias alélicas obtenidas para el alelo 2R y
3R en la poblacion diabética, fue del 37,8% y 62,2%
respectivamente; en tanto que para los no diabéticos las frecuencias
fueron practicamente similares.

Estos datos no difieren del trabajo piloto llevado a cabo por Cérdova
y Torres en el 2009, en el cual las frecuencias alélicas en el grupo
diabético fue del 34% y 66% para los alelos 2R y 3R
respectivamente y para el grupo no diabético fueron del 36% para el
2R y del 64% para el 3R.

Ademds estudios realizados en poblacion mestiza mexicana,
reportan frecuencias alélicas del 39% para el alelo 2R y 61% para el
alelo 3R en individuos diabéticos; los cuales no fueron diferentes en
los no diabéticos. Por otra parte se han reportado frecuencias
alélicas de 43.1% para el alelo 2R y 56.9% para el 3R en poblacion
no diabética Peruana; con lo que se puede observar que no existen
diferencias marcadas de frecuencias alélicas entre estos tres grupos
poblacionales. (Del Bosque-plata et al., 2004).
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El polimorfismo Indel 19 ha sido estudiado en algunas poblaciones
como: Britanica (p= 0.54) (Evans et al., 2001); Mexicana (p = 0.835)
(Del Bosque-Plata et al., 2004); Espafola (p= 0.51) (Saéz et al.,
2008) y Finlandesa (p= 0.47) (Orho-Melander M et al., 2002),
encontrando que por si solo este polimorfismo no confiere riesgo a
DT2, pero si al formar parte del haplotipo. (Horikawa et al., 2000,
Séez et al., 2008, Song et al., 2007).

Algunas caracteristicas antropométricas y clinicas de los sujetos
diabéticos y no diabéticos, presentaron diferencias significativas
para el IMC, PA, PS, colesterol total, triglicéridos, colesterol LDL,
glucosa en ayuno, creatinina y depuracién de creatinina. Resultados
parecidos, en especial para el IMC y la glucosa han sido reportados
por Carlsson et al., en el 2004; mientras que en otros trabajos solo
se han reportado diferencias significativas para la glucosa en ayuno
(Norton et al., 2010, Orho-Melander et al., 2002, Diaz-Villasefior et
al., 2007).

También se ha encontrado que el IMC, hipertension arterial, la
concentracién de triglicéridos, porcentaje de grasa corporal, indice
cintura cadera son factores de riesgo en diversas poblaciones. Con
estos datos se puede afirmar que la diabetes es un importante factor
de riesgo para la enfermedad cardiaca, la cual es causa de mas de
un tercio de todas las muertes observadas en diabéticos mayores de
40 afios (Carrasco et al., 2004, Carrillo y Panduro, 2001, Orho-
Melander et al., 2002, Carlsson et al., 2004).

Un aumento de la acumulacién de los lipidos en las células es
significante e inversamente correlacionado con la sensibilidad de la
insulina, es por ello que la obesidad se asocia directamente con la
DT2 (Carlsson et al., 2004). Dicha asociacion es un hallazgo
constante en todos los estudios epidemiolégicos, y el presente
trabajo no escapa de la realidad mundial, ya que los datos que
fueron significativos son caracteristicos de la obesidad.
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Todos los datos antropométricos y clinicos que resultaron tener una
diferencia significativa entre diabéticos y no diabéticos, mantienen
dichas diferencias al ser comparados con las frecuencias alélicas y
genotipicas en ambos grupos; como es el caso de la glucosa en
ayuno, PS, PD, creatinina y colesterol total.

Algunas caracteristicas antropométricas y clinicas fueron necesarias
analizarlas por sexo ya que cada género presenta diferente
anatomia, metabolismo y fisiologia; en relacién a su masa muscular
y tejido graso. Tanto para los hombres como para las mujeres se
encontrd una marcada diferencia en el IMC, PA, los cuales tienen
mucha relacién con obesidad, como se muestran es estudios
realizados en personas obesas; lo cual permite aclarar que es un
factor primordial y alterado en este tipo de individuos (Carlsson et
al., 2004).

En hombres se observo una diferencia significativa en la creatinina,
debido a que poseen una mayor masa muscular que las mujeres y
por tanto marca diferencia entre géneros (Ruiz, 2004).

En el caso de las mujeres resultd significativo el colesterol HDL y
LDL. Estas lipoproteinas son las encargadas del transporte del
colesterol, el cual se lo involucra en la formacién de las hormonas
sexuales femeninas como progesterona y estrogenos, esto se
podria deber a que las mujeres estdn sometidas a cambios
hormonales principalmente en la menopausia (Ruiz, 2004, Murray et
al., 2001).

Los hombres por lo general suelen tener un nivel inferior de HDL
que las mujeres, es por ello que este género tiene un riesgo superior
de padecer enfermedades coronarias (Gonzalez et al., 2005).

En la relacién del genotipo con los datos antropométricos y clinicos
en diabéticos y no diabéticos se puedo observar que para el
genotipo 2R/2R, solamente resultd significativa el valor de la
glucosa, para el 3R/3R fue la PS, PD, colesterol total y glucosa en
ayuno y para el 2R/3R fueron la PS, creatinina y glucosa en ayuno.
Estos datos se los puede comparar con un estudio realizado por
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S4ez et al., en el 2008, donde se observa una diferencia significativa
para el genotipo 2R/3R en la PS, PD y colesterol LDL.

En la relacion genotipica al compararse con sexos, se encontré una
diferencia significativa para los hombres en el IMC en los genotipos
3R/3R y 2R/3R y el PA para el 2R/3R. Es importante destacar que
el exceso de grasa presente en el area abdominal y de grasa en la
sangre son perjudiciales, ya que estas son las principales causas de
la arteriosclerosis la cual se puede presentar en mayor porcentaje
en los hombres ya que ellos almacenan mayor cantidad de grasa en
el abdomen (Carrasco et al., 2004).

Para las mujeres el colesterol LDL se sigue manteniendo con una
diferencia significativa al ser comparado con las frecuencias alélicas
y genotipicas, lo cual se podria pensar que el genotipo 3R/3R podria
intervenir en el transporte de colesterol(Carrasco et al., 2004).

Los niveles de glucosa al ser comparados con los genotipos y alelos
del Indel 19, mostraron una gran diferencia significativa esto nos
permite corroborar que este polimorfismo tiene relacion con la
diabetes tipo 2, porque la hiperglucemia, es el mas claro desorden
de esta patologia.
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5. CONCLUSIONES

En los 370 individuos estudiados para la determinacién del
polimorfismo Indel 19, no existieron diferencias significativas
entre diabéticos y no diabéticos en cuanto a frecuencias
genotipicas y alélicas.

Los datos obtenidos de las frecuencias alélicas y genotipicas,
en el que se incluye un grupo mayor de individuos diabéticos y
no diabéticos, corroboraron con los resultados del estudio piloto
realizado por Cérdova y Torres en el 2009, y ademas con los
reportados con la poblacion mestiza-mexicana.

Los genotipos del Indel 19 relacionados con los datos
antropométricos y clinicos, mostraron diferencias significativas
para 2R/2R en glucosa en ayuno; para el 3R/3R en PS, PD,
colesterol total y glucosa en ayuno; mientras que para el
genotipo 2R/3R en creatinina, glucosa en ayuno y PS

Los alelos frente a los datos antropométricos y clinicos se
encontrd significancia para 2R en glucosa en ayuno, PS y
creatinina mientras que para el 3R en colesterol total, glucosa
en ayuno, creatinina y PS.



UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
La Usivensidad Catdlica de Loja

6. RECOMENDACIONES

e Dados los resultados encontrados para el polimorfismo Indel 19
en individuos ecuatorianos diabéticos y no diabéticos, seria
necesario realizar la determinacion de los polimorfismos de un
solo nucledtido (43, 44 y 63); los cuales han sido relacionados
con riesgo a DT2 en varias poblaciones.

e Evaluar determinaciones de resistencia a la insulina asi como
de hemoglobina glicosilada; las cuales son interesantes en el
estudio de DT2 ya que en el primer caso permiten evaluar al
paciente de manera previa a la manifestacion de la enfermedad
y en el segundo caso por la importancia que actualmente tiene
esta prueba en el diagnostico de DT2.
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8. ANEXOS

8.1 FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

CENTRO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR
CARTA DE CONSENTIMIENTO DE PARTICIPACION

FECHA: FOLIO: __ | I 1_ 11 1

HOSPITAL:

El Centro de Biologia Celular y Molecular de la Universidad Técnica
Particular de Loja esta realizando parte de un proyecto, titulado “El
Linfocito como modelo para el estudio de calpainas en
individuos diabéticos y no diabéticos”.

Se le invita a participar en este proyecto y le solicitamos su
consentimiento para llevar a cabo una entrevista en donde le
pediran informacion de su peso, talla, habitos de fumar, entre otros.
Esta informacion sera estrictamente confidencial y de suma
importancia para el logro de los objetivos de este estudio.

Asimismo quisiéramos que nos donara tres muestras de sangre en
ayuno, las mismas que nos permitirdn obtener informacién sobre su
estado de salud y propension al desarrollo de diabetes. La toma de
sangre sera realizada con material nuevo y estéril, puede ser un
poco dolorosa y en ocasiones dejar un moretdn alrededor del sitio
de la misma; sin embargo, la persona encargada de realizarla
(bioquimica/o farmacéutica/o, enfermera, tecndloga/o medica/o o
encuestador/a capacitado/a) cuenta con experiencia para ello y
tratara de que esto no ocurra.
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De sus muestras de sangre se aislaran acidos nucléicos (ADN y
ARN) vy proteinas, con los cuales determinaremos factores
involucrados en la induccion en diabetes. También le solicitamos su
colaboracion para en el futuro realizar una nueva toma de muestra
gue nos permitira completar las pruebas para con este proyecto. Asi
mismo pedimos su autorizacion para utilizar dicho material biolégico
en el estudio de otras enfermedades. Los resultados que se
obtengan seran codificados y no podran ser relacionados con usted
o su familia.

Su participacion es voluntaria y andénima, y por lo tanto puede dejar
de contestar alguna pregunta o suspender la entrevista en cualquier
momento, asi como aclarar cualquier duda o informacion especifica
acerca de su participacion y/o del proyecto.

Le agradecemos de antemano su valiosa colaboracion.

Para cualquier aclaracion o duda respecto a este estudio por favor
comunicarse con la Dra. Paula Torres Bailbn y/o Ana Belén
Cérdova, al teléfono 2570275 ext 2107

AUTORIZACION
Leido lo anterior, acepto participar en el estudio descrito ya que los
propositos de este han sido explicados a mi satisfaccién. Recibo
copia de esta forma de consentimiento.

Nombre: Firma:
Encuestado: Firma:
Testigo 1: Testigo2:
Nombre y Firma Nombre y Firma
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8.2 FORMATO DE ENCUESTA

UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA UTPL
CENTRO DE BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR CBCM
UNIDAD DE MEDICINA FAMILIAR / DISPENSARIO MEDICO DEL
SEGURO SOCIAL IESS LOJA

“El linfocito como modelo para el estudio de calpainas en
individuos diabéticos y no diabéticos.”

Fecha:
1.- FICHA DE IDENTIFICACION PARA
1.- CASO......... 2.- CONTROL........
1.- Nombre -# Historia Clinica
2.- Lugar y fecha de nacimiento # Cédula
3.- Direccion:
4.- Teléfono:
5.- Género: 1. Masculino 2. Femenino
2.- HISTORIA DE PROCEDENCIA FAMILIAR.
_ 2.1 Abuelos 2.2 Abuelas 23 24
Procedencia 1.- 2. 1.- 2. padre Madre

Paterno Materno Paterno Materno

1.-
Ecuatoriano

2.-
Extranjero

3.- No Sabe

3.- ANTECEDENTES
3.1.- DIABETES MELLITUS
1.- ¢ Algin médico le ha dicho que padece de azlcar en la sangre?
1-Si () 2-No( )

Si larespuesta es Sl continde con las preguntas de este
apartado

1.- ¢A qué edad le diagnosticaron la Diabetes? Afos

2.- ¢ Cuanto hace que le realizaron el Ultimo control para
Diabetes? Escoja solo una eleccion

1. -Semanas 2.- Meses  3.- Afios 4.- No Sabe
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3.- ¢Cudl fue el resultado del ultimo estudio de azlcar en la
sangre? 1.-  mg/dl 2.- No Sabe
4.- ¢, Toma algun medicamento para su diabetes?
1-Si( ) 2-No( )
5.- ¢ Cual medicamento utiliza actualmente?
1.-Glibenclamida ( ) 2.-Tolbutamida ( ) 3.-Insulina ( ) 4.-
Metformina 5.-Otro 6.-No recuerda Cual
6.- ¢ Desde cuando toma éste o estos medicamentos? Escoja
solo una eleccién
1.—Semanas ( ) 2.—Meses( ) 3.-Afos( )
3.2.- FAMILIARES CON DIABETES MELLITUS
1.- ¢ Tiene algln familiar que tenga o haya tenido Diabetes Mellitus?
1-Si( ) 2.-No( )
Si su respuesta es no, pase alapregunta 2
1.- Si su respuesta es afirmativa, ¢ Qué parentesco tiene o tenia con
ud?

A d 5 Abuelos 6 Abuelas

ntecedentes 1 2 3 4 51 T3 61 ¥
Padre Madre Hermano(s) Hermana(s) Paterno Materno Paterno Materno

Diabetes

No sabe

Tipo 1

Tipo 2

No sabe

3.3 - HIPERTENSION ARTERIAL

1.- ¢ Padece de presion alta (hipertension)? 1. Si( ) 2.No( )
1.- ¢ Cuantos afios tenia cuando le diagnosticaron

Hipertension? __ Afos

3.4.- CONSUMO DE Si | No | 3.5.- CONSUMO DE Si No
ALCOHOL TABACO
1.- Consume bebidas 1.- Fuma
alcohodlicas
2.- Frecuencia 2.- Frecuencia
1.- Todos los dias 1.- Todos los dias
2.- Cada semana 2.- Cada semana
3.- Cada mes 3.- Cada mes
4.- Rara vez 4.- Rara vez
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4.- COMORBILIDAD
4.1.- ¢ Padece alguna de las siguientes enfermedades?

1.- Cancer ()
2.- Enfermedad Cardiaca ( )
3.- Enfermedad Vascular Periférica ( )
4.-Otra () Cual

5.- Ninguna ()

4.2.- ¢ Alguna vez un médico, enfermera u otro profesional de
salud, le ha dicho que esta pasado de peso, que esta obeso o que
tienen sobrepeso o que pesa mas de lo deberia?

1.Si( ) 2.No( )
4.3 ¢ Esta en estos momentos tratando de bajar de peso?
1.Si( ) 2.No( )
5.- ACTIVIDAD FISICA
1.- ¢ Acostumbra realizar algun tipo de ejercicio?
1.Si( ) 2.No( )

Si la respuesta es “No” pase a la pregunta

TIPO DE 1.- FRECUENCIA 2.- TIEMPO
ACTIVIDAD VECES A LA SEMANA (MINUTOS)
1/2|3|4|5|6]|7 | Rara ¢ Cuanto
vez dura

.- Caminata
.- Trotar

.- Correr

.- Bicicleta

QA (WINEF

Aerdbicos
6.- Natacion
7.- Football
8.- Voleyball
9.- Otra
actividad
2.- ¢Acostumbra ver programas de television?
1-Si( ) 2-No( )

1.- ¢ Con qué frecuencia lo hace?

2.- ¢ Cuanto tiempo dedica a dicha actividad?
3.- ¢ Su trabajo es de oficina?

1.-Si 2.-No( )

1.- Cuanto tiempo permanece sentado ...... Hrs / dia




