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RESUMEN

El polimorfismo R230C del gen ABCAL1 se ha asociado significativamente con niveles bajos de
HDL-C, obesidad, diabetes tipo 2 y sindrome metabdlico; esta variante genética es
aparentemente exclusiva de poblaciones indigenas de América o que desciendan de ellas. El
objetivo del presente trabajo fue el estudio de polimorfismo R230C en poblacion mestiza
ecuatoriana y valora su asociacion con la diabetes tipo 2, para esto se disefi6 un estudio de
casos y controles. Se amplificé y secuencid el exdén 7 del gen ABCAL para asi determinar la
presencia de la variante. Se encontrd una frecuencia del alelo 230C de 0.1 para la poblacion
general, siendo similar a la reportada en otras poblaciones de América. El andlisis de asociacién
mostré un OR de 1.73 (IC = 1.05-2.86), p = 0.03 en el modelo dominante, lo que sugiere una

posible relacién entre el polimorfismo y la diabetes tipo 2 en el grupo de estudio.

PALABRAS CLAVES: Diabetes tipo 2, ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1),
polimorfismo R230C.



ABSTRACT

The polymorphism R230C of ABCA1 gene has been associated with low HDL, obesity, type 2
diabetes and metabolic syndrome; this genetic variant is apparently exclusive to Amerindian and
Amerindian-derived population. The objective of this research was study R230C polymorphism
in Ecuadorian mestizo population and their association with type 2 diabetes, for this, we
designed a case-control study. Was amplified and sequenced the exon 7 of ABCAL gene in
order to determine the presence of the variant. We found a 230C allele frequency of 0.1 for the
general population, similar to that reported in other populations in America. The association
analysis showed an OR of 1.73 (Cl = 1.05 to 2.86), p = 0.03 in the dominant model, suggesting a

possible relationship between the polymorphism and type 2 diabetes for the study group.

KEYWORDS: ATP-binding cassette transporter A1 (ABCA1); polymorphism R230C; type 2
diabetes.



INTRODUCCION

La diabetes es un grupo de trastornos metabdlicos caracterizados por la hiperglucemia crénica,
dando como resultado perturbaciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, grasas y
proteinas que resultan de defectos en la secrecién de insulina, su accion, o ambas (ADA, 2013).
Esta patologia se asocia con dafio a largo plazo en diversos 6rganos, especialmente 0jos,
rifones, nervios, corazén, vasos sanguineos y cerebro (Gonzalez, 2005) (ADA, 2013). Segun la
Federacion Internacional de Diabetes (FID) calcula que para el afo 2030 existirA una
prevalencia global de diabetes correspondiente al 7.8%. Para el mismo afio, se estima un
incremento del 65.1% de la diabetes especialmente en la region de América Central del Sur
(ADA, 2013).

El incremento acelerado y prevalencia de la diabetes en especial la de tipo 2 en la poblacién ha
convertido a esta enfermedad en un reto para el sistema de salud, el cual intenta comprender la
base genética de la enfermedad, siendo esta la estrategia para el descubrimiento de un
tratamiento prometedor. En los estudios de la base genética de la diabetes de tipo 2 han sido
involucrados un grupo de genes de susceptibilidad entre los que se encuentra el gen ABCAl
gue codifica una proteina de membrana dependiente de ATP que participa en el transporte de
colesterol, fosfolipidos y la formacion de HDL. Variaciones en este gen se han asociado con
niveles bajos de HDL causando la susceptibilidad de desarrollar enfermedades metabdlicas,
hipertensién, obesidad y diabetes tipo 2 (Tusié, 2007) (Hao et al. 2007).

Una variacion que se ha asociado con la diabetes de tipo 2 es el polimorfismo R230C, estudios
realizados en poblaciones amerindias mostraron una alta frecuencia de este polimorfismo, lo
que sugiere que R230C es exclusiva de poblaciones amerindias o que desciendan de ellas
(Acufia et al. 2010), ya que este polimorfismo no se ha encontrado en las poblaciones africanas,

europeas, chinas o del sur de Asia (Canizales, 2008) (Tusié, 2008).

Este polimorfismo se ha estudiado en los mestizos e indigenas de México, mostrando una
frecuencia de 0.183 y 0.377, respectivamente, también muestran una asociacion con los niveles
bajos de HDL-colesterol, apolipoproteina Al, diabetes tipo 2 y obesidad (Villareal, 2007 y 2008).
Se observé el polimorfismo también en poblacion indigena ecuatoriana con frecuencia alélica de

0.16 asociada con niveles bajos de HDL (Espinoza, 2010).



Con este estudio se pretende contribuir a la sociedad con una investigacion sobre la asociacion
del polimorfismo R230C del gen ABCALl con la diabetes tipo 2 y de esta manera sumar
informacion sobre el componente genético de esta patologia a la ya existente, lo que representa
una estrategia para el manejo y prevencion de esta enfermedad. Al realizar el andlisis mediante

un estudio de caso — control se observo una posible asociacion del polimorfismo R230C con
diabetes tipo 2.



CAPITULO |

1.ASPECTOS GENERALES SOBRE DIABETES Y EL POLIMORFISMO R230C DEL GEN
ABCAl



1.1 Diabetes

La palabra diabetes deriva del griego diabeinen “pasar a través” o “salir con fuerza”; mientras
que mellitus deriva del latin y significa “dulce como la miel” (Greespan, 1998). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) junto con la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) han sido las
entidades que se han encargado de definir a la diabetes como una enfermedad crénica que
aparece cuando el pancreas no produce suficiente insulina o cuando el organismo no utiliza
eficazmente la insulina que produce. La insulina es una hormona que regula la glucosa en la
sangre. El efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia (aumento de glucosa en la
sangre). La hiperglucemia crénica de la diabetes se asocia con dafios a largo plazo, disfuncion
e insuficiencia de varios 6rganos, especialmente o0jos, rifiones, nervios, corazén y vasos

sanguineos.

En el mundo existen 347 millones de personas con diabetes, de los cuales mas del 80% de las
muertes por esta enfermedad se registran en paises de ingresos bajos y medios, denotandose
una mayor prevalencia en paises en vias en desarrollo; se estima que las muertes por diabetes

en el mundo se multipliquen por dos entre los afios 2005 y 2030 (OMS).

De acuerdo con un reporte emitido en el afio 2012 por la Federacion Internacional de Diabetes
(FID), reporta que en América Central y del Sur 1 de cada 11 adultos en esta regién padecen de
diabetes, siendo Brasil (13.4%) seguido por México (10.6%) los paises con mas prevalencia. En
el caso de nuestro pais en el mismo reporte se sefialan 563.84 mil casos de diabetes en

poblacién entre las edades de 20 a 79 afios mostrando una prevalencia de 6.89%.

1.1.1 Clasificacién de la diabetes.

Luego de que varias entidades emitieran diferentes criterios de clasificacion de la diabetes se
vio necesario efectuar una nueva revision de estos criterios siendo la OMS junto con el ADA las
entidades encargadas de esta revision, formulando nuevos criterios para el diagndstico y
clasificacion de la diabetes basdndose fundamentalmente en su etiologia y caracteristicas
fisiopatoldgicas, eliminando los antiguos y confusos términos de diabetes insulinodependiente y
no insulinodependiente para conservar Unicamente diabetes tipo 1, tipo 2 (Conget, 2002). Esto,

debido a que con frecuencia las personas con diabetes tipo 2 llegan a requerir insulina en
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alguna etapa de su vida y, por otro lado, algunos individuos con diabetes tipo 1 pueden
progresar lentamente o tener periodos largos de remision sin requerir la terapia insulinica
(ALAD, 2002).

1.1.1.1 Diabetes tipo 1.

La diabetes de tipo 1 (DT1) se caracteriza por una produccion deficiente de insulina y requiere
la administracion diaria de esta hormona (OMS).

En la diabetes tipo 1 las células beta se destruyen, lo que conduce a la deficiencia absoluta de
insulina. Sus primeras manifestaciones clinicas suelen ocurrir alrededor de la pubertad, cuando
ya la funcion se ha perdido en alto grado y la insulinoterapia es necesaria para que el paciente

sobreviva.

Sin embargo, existe una forma de presentacion de lenta progresion que inicialmente puede no
requerir insulina y tiende a manifestarse en etapas tempranas de la vida adulta. A este grupo
pertenecen aquellos casos denominados por algunos como diabetes autoinmune latente del
adulto o LADA. Recientemente se ha reportado una forma de diabetes tipo 1 que requiere

insulina en forma transitoria y no estd mediada por autoinmunidad.

La etiologia de la destruccién de las células beta es generalmente autoinmune pero existen
casos de diabetes tipol de origen idiopatico, donde la medicion de los anticuerpos conocidos da
resultados negativos. Por lo tanto, cuando es posible medir anticuerpos tales como anti-GADG65,
anticélulas de islotes (ICA), antitirosina fosfatasa (IA-2) y antiinsulina; su deteccion permite

subdividir la diabetes tipo 1 en autoinmune e idiopatica (ALAD, 2002).

1.1.1.2 Diabetes tipo 2.

La diabetes tipo 2 (DT2) representa el 90-95% de las personas con diabetes, abarca las
personas que tienen resistencia a la insulina y a los que tienen deficiencia relativa de insulina
(no absoluta) al menos en un principio, con frecuencia a lo largo de su vida, estas personas no

necesitan tratamiento con insulina para sobrevivir (ADA, 2013).

En este tipo de diabetes el cuerpo es capaz de producir insulina pero, o bien no es suficiente o

el cuerpo no responde a sus efectos, lo que lleva a un aumento del valor de la glucosa en la
7



sangre (FID). Aungue este tipo de diabetes se presenta principalmente en el adulto, su
frecuencia estd aumentada en nifios y adolescentes obesos. Desde el punto de vista
fisiopatoldgico, la diabetes tipo 2 se puede subdividir en: Predominantemente insulinorresistente
con deficiencia relativa de insulina y Predominantemente con un defecto secretor de la insulina

con o sin resistencia a la insulina (ALAD, 2002).

Esta forma de diabetes con frecuencia no se diagnostica a tiempo debido a que la
hiperglucemia se desarrolla gradualmente y en etapas mas tempranas a menudo no es lo
suficientemente grave como para que el paciente observe cualquiera de los sintomas clasicos
de la diabetes (poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso inexplicable, aumento de fatiga,
irritabilidad y visiéon borrosa). Probablemente hay muchas causas diferentes de esta forma de
diabetes y aunque no se conocen las causas especificas, la destruccién autoinmune de las
células B no se produce. La mayoria de los pacientes con este tipo de diabetes son obesos, y la

obesidad en si provoca un cierto grado de resistencia a la insulina (ADA, 2013).

Aunque todavia no se conocen las razones para el desarrollo de diabetes tipo 2, hay varios
factores de riesgo importantes. Estos incluyen: obesidad, mala alimentacion, la inactividad
fisica, aumento de la edad, antecedentes familiares de diabetes, etnicidad, mala nutricion
durante el embarazo que afecta el desarrollo del nifio (IDF, 2013).

A menudo se asocia con una fuerte predisposicion genética, mas de lo que es la diabetes
autoinmune de tipo 1, sin embargo, la genética de esta forma de diabetes es compleja y no

completamente definida.

1.1.1.3 Diabetes mellitus gestacional.

La diabetes mellitus gestacional (DMG) es un estado hiperglucémico que aparece o se detecta
por primera vez durante el embarazo. Sus sintomas son similares a los de la diabetes de tipo 2,
pero suele diagnosticarse mediante las pruebas prenatales, mas que porque el paciente refiera
sintomas (OMS).

En las mujeres que desarrollan diabetes durante el embarazo, que normalmente ocurre al final

del mismo, se debe a que el cuerpo no es capaz de hacer y usar suficiente insulina necesaria
8



para el embarazo.

Como la diabetes gestacional normalmente se desarrolla més tarde en el embarazo, el bebé ya
esta bien formado, pero sigue creciendo. El riesgo para el bebé es por lo tanto inferior a
aguellos cuyas madres que padecen diabetes tipo 1 o tipo 2 antes del embarazo. Sin embargo,
las mujeres con DMG todavia tienen que controlar los niveles de glucosa en la sangre para

reducir al minimo los riesgos para el bebé.

La diabetes gestacional en mujeres normalmente desaparece después del parto. Sin embargo,
las mujeres que han tenido diabetes gestacional tienen un mayor riesgo de desarrollar diabetes
tipo 2 mas adelante en la vida. Los bebés que nacen de madres con diabetes gestacional

también tienen un mayor riesgo de obesidad y diabetes tipo 2 en la edad adulta (FID, 2013).

1.1.1.4 Otros tipos de diabetes.

La forma de presentacion de estos tipos de diabetes variara enormemente dependiendo de la
causa subyacente. De manera global se caracteriza, en comparacion con la DT1 y la DT2, por
suponer, en su conjunto, menos del 10% de casos diabetes. Individualmente, algunas formas
son en extremo raras (Conget, 2013).

Tabla 1.0tros tipos especificos de diabetes mellitus.

a. Defectos genéticos en las células §3:

Se caracterizan con frecuencia por la 1.Cromosoma 12, HNF-1a (MODY 3)
aparicion de hiperglucemia a una edad 2.Cromosoma 7, glucocinasa (MODY 2)
temprana (generalmente antes de los 25 3.Cromosoma 20, HNF-4a (MODY 1)
afos). Conocida como diabetes de 4. ADN mitocondrial

aparicion en la madurez de los jovenes 5. 0tros

(MODY).

b. Defectos genéticos en la accion de lainsulina:




Existen causas poco comunes de la 1. Resistencia a la insulina tipo A

diabetes que resultan de anormalidades 2. Leprechaunismo
determinadas genéticamente de accion de 3. Sindrome de Rabson — Mendenhall
la insulina. 4. Diabetes lipoatréfica

5. Otros

c. Enfermedades del pancreas exocrino.

1. Pancreatitis

2. Trauma/pancreatectomia
Cualquier proceso que dafa el pancreas 3.N.eoplz.;13ia (?el. pancreas
puede causar diabetes, entre estas 4. Fibrosis C]UIStIC(.i
enfermedades adquiridas se incluyen: > Hemocromatosis

6. Pancreatopatiafibrocalculosa

7.0Otras

d. Endocrinopatias.

1. Acromegalia
Varias hormonas antagonizan la accion de 2. Sindrome de Cushing
la insulina asi como pueden inhibir su 3. Glucagonoma
secrecion, las cantidades excesivas de 4. Feocromocitoma
ciertas hormonas también pueden causar 5. Hipertiroidismo
diabetes. 6. Somatostatinoma

7. Aldosterona

8. Otros

e. Inducida por farmacos o quimicos:

Muchos farmacos pueden alterar la 1. Vacor
secrecion de insulina. Estos farmacos no 2. Pentamidina
pueden causar la diabetes por si mismos, 3. Acido nicotinico
pero pueden precipitar la diabetes en 4. Glucocorticoides
individuos con resistencia a la insulina. 5. Hormonas tiroideas
6. Diazoxido
7. Tiazidas
8. Otros

f. Infecciones:

10



iert vir han si i n | L
Ciertos us han sido asociados con la 1. Rubeola congénita

destruccion de las células £. 2. Citomegalovirus

3. Otras

g. Formas infrecuentes de diabetes mediadas inmunitariamente:

1. Sindrome del hombre rigido (Stiff-
mansyndrome)
2. Anticuerpos contra el receptor de la

insulina

h. Otros sindromes genéticos asociados ocasionalmente a diabetes:

Sindrome de Down

. » . Sindrome de Klinefelter
Muchos sindromes genéticos estan

~ Sindrome de Turner
acompafiados por un aumento de la

o . . . Sindrome de Wolfram
incidencia de la diabetes, estos incluyen:
Ataxia de Friedreich
Corea de Huntington
Distrofia miotonica

Otros

© N o ok w DN E

Fuente: Tomado de la Asociacion Americana de Diabetes, 2013

1.1.2 Criterios de diagnostico de los diferentes tipos de diabetes.

El diagnéstico de la diabetes se ha basado en criterios de glucosa, ya sea Glucosa Plasmatica
en Ayunas (GPA) o Test de tolerancia Oral a la Glucosa (TTOG) de 75g. La Tabla 2 muestra
los criterios de diagnéstico para los diferentes tipos de diabetes segun la Asociacion Americana

de Diabetes en su informe emitido en junio del afio 2013.
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Tabla 2. Criterios para el diagnostico de la diabetes.

DIABETES TIPO 1Y 2

HbAlc % >6.5%
Glucosa plasmatica en ayunas 2 126 mg/dl (7.0 mmol/l)
Glucosa postpandrial (2h) = 200 mg/dl (11.1 mmol/l)

DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

Realizar un TTOG con 75g, con mediciones de glucosa en ayunas, de 1 hora y 2 horas, a las 24-28
semanas de gestacion en mujeres no diagnosticadas previamente con diabetes.
El diagndstico de DMG se da cuando se supera alguno de los siguientes valores:

Glucosa en ayunas =92 mg/dl (5.1 mmol/l)

1 hora = 180 mg/dl (10.0 mmol/l)

2 Horas = 153mg/dl (8.5 mmol/l)
PREDIABETES

Glucosa plasmatica en ayunas 100 mg/dl (5.6 mmol/l) a 125 mg/dI (6.9 mmol/l)

Glucosa postpandrial (2h) 140 mg/dl (7.8 mmol/l) a 199 mg/dl (11.0 mmol/l)

con 759 de TTGO

HbAlc % 5.7-6.4%

Fuente: Tomado de la Asociacion Americana de Diabetes, 2013

1.1.3 Factores de riesgo de la diabetes tipo 2.

Se conoce como factores de riesgo para desarrollar diabetes tipo 2 a antecedentes familiares
(herencia genética), edad (245 afos), la etnia, tabaquismo, obesidad, inactividad fisica, mujeres
con hijos macrosémicos al nacer(>4 kg) y/o con antecedentes de diabetes gestacional, mujeres
con ovario poliquistico, personas con hipertension arterial (2140/90), con dislipidemias (HDL
<35 mg/dl, triglicéridos =200 mg/dl) y pacientes con cardiopatia isquémica, insuficiencia
vascular cerebral o insuficiencia arterial de miembros inferiores, nivel socioeconémico y el estilo
de vida (Gutiérrez, 2010) (ADA, 2013).

1.1.3.1 Factores Demogréaficos.

1.1.3.1.1 Sexo.
A pesar de las inconsistencias en los estudios, los datos nacionales indican que la frecuencia de

los pacientes diagnosticados con diabetes tipo 2 después de los 20 afios de edad es similar
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entre mujeres y hombres de raza blanca no hispanos, (4.5 % y 5.2% respectivamente), pero es
mucho mayor en las mujeres mexicoamericanas (10.9%), que en los hombres
mexicoamericanos (7.7%) (MSD, 2012).

1.1.3.1.2 Edad.
La prevalencia de la diabetes tipo 2 aumenta significativamente con la edad, alcanzando el 10-
15% en mayores de 65 afios y el 20% en mayores de 75 afios, y estd en relacion con la

disminucion progresiva de la sensibilidad a la insulina (Abad et al. 2010).

1.1.3.1.3 Etnia.
Histéricamente se ha descrito prevalencia alta (entre 20 y 50 %) de DT2 en los micronesios
(Nauru), en los Indios Pima y Chippewa (EUA), en los primeros pobladores de Manitota, asi
como en los afrocaribefios de Inglaterra. Mientras que se han registrado bajas prevalencias
(entre 0 y 3 %) en las comunidades tradicionales de Mali, en la poblacién rural de Fuiji, en

Tanzania, en Tunisia y en una comunidad indigena sin mestizaje en el Norte de México.

Esto hace reflexionar que si existen variaciones entre las poblaciones en cuanto a la frecuencia

de la diabetes mellitus (Ramirez et al. 2013).

En otro estudio realizado por Nurses Health Study (n 78.419 pacientes) concluye, tras 20 afios
de seguimiento, que el riesgo de desarrollar diabetes era menor en caucasicos que en el resto
de etnias estudiadas (raza negra, asiaticos e hispanos) (Servicio Central de Publicaciones del
Gobierno Vasco, 2008).

1.1.3.2 Estilo de vida.

1.1.3.2.1 Obesidad.
El riesgo relativo de DT2 aumenta cuando el indice de masa corporal (IMC) aumenta por
encima de 23, y se encontré que existe una asociacion mas fuerte en grupos de gente joven en
un estudio realizado en la region de Asia-Pacifico. El aumento de peso en la adultez temprana
esta relacionado con un mayor riesgo y aparicion temprana de diabetes tipo 2 que el aumento
de peso entre 40 y 55 afios de edad. El riesgo de diabetes aumenta de forma lineal con el IMC,
la prevalencia de diabetes aumento del 2% en aquellos con un IMC de 25 a 29.9 kg/m2, y el 8%

en aquellos con un IMC de 30 a 34.9 kg/m?, y finalmente a 13 % en aquellos con un IMC
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superior a 35 kg/m? (Yaturu, 2011).

1.1.3.2.2 Inactividad fisica.
El ejercicio juega un papel importante en la prevencion y control de la resistencia a la insulina,
prediabetes, diabetes gestacional, diabetes tipo 2 y las complicaciones de salud relacionadas
con la diabetes. Tanto el ejercicio aerdbico y de resistencia mejoran la accion de la insulina,
ayudando en la regulacién de los niveles de glucosa en sangre, lipidos, presion arterial,
mortalidad y calidad de vida (Colberg et al. 2010). Por lo tanto segun recomienda la Asociacién
Americana de Diabetes (ADA, 2013), la actividad fisica de moderada a regular y la alimentacién

adecuada previenen el desarrollo de DT2.

1.1.3.2.3 Dieta.
De un estudio de cohorte de 20 afos de duracion, tras realizar un ajuste multivariante (edad,
IMC, etnia), se concluye que una dieta sana (alta en fibra y grasa poli insaturada y baja en
acidos grasos trans y azucares) tiene mayor impacto en el riesgo de diabetes en algunas etnias
(raza negra, asiaticos e hispanos) que en la raza blanca (RR 0.54 (IC 95%: 0.39-0.73) vs. RR
0.77 (0.72-0.84)).

En otro estudio realizado en 42.000 profesionales sanitarios varones, una dieta con un alto
consumo de carne roja, carne procesada, productos lacteos grasos, dulces y postres se asocio
con un incremento del riesgo de diabetes independientemente del IMC, la actividad fisica, la
edad o la historia familiar [RR 1.6 (IC 95%: 1.3-1.9)]. El riesgo era mayor [RR 11.2 (IC 95%:
8.07-15.6)] si ademas los pacientes eran obesos (IMC >30 kg/m?). Por otro lado, los varones
gue consumian una dieta con alto consumo de vegetales, fruta, pescado y aves tenian una
reduccion del riesgo que rozaba la significacion estadistica [RR 0.8 (IC 95%: 0.7-1.0)]. Estos
resultados son similares en las mujeres (Servicio Central de Publicaciones del Gobierno Vasco,
2008).

1.1.3.2.4 Urbanizacion.
Ciertos cambios en el estilo de vida en grupo de poblacion susceptible, pueden incrementar el
riesgo de desarrollar diabetes tipo 2. La urbanizacién es generalmente relacionada a grandes
cambios en el estilo de vida, como son la alimentacién, la actividad fisica, asi como un
incremento en la obesidad, la cual puede incrementar el riesgo de intolerancia a la glucosa y

diabetes tipo 2.
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El consumo de alimentos con alto contenido de energia como son las grasas y los carbohidratos
simples sustituyen a los alimentos tradicionales como las leguminosas y los vegetales. Menor
actividad fisica es otro elemento de las areas urbanas y aunado al mayor consumo de alimentos
de escaso valor nutricio trae como consecuencia obesidad y una mayor susceptibilidad a
diabetes tipo 2 (MSD, 2012).

1.1.3.3 Alteraciones metabodlicas.

1.1.3.3.1 Alteracién de la glucosa (Prediabetes).
La prediabetes es una condicion que se desarrolla antes de la diabetes tipo 2. Los niveles de
glucosa en la sangre son mas altos de lo normal pero no son tan altos como para llamarse
diabetes. Varios estudios han reportado que una modesta disminucion del nimero de calorias y
grasas, aumentar la actividad fisica y al bajar el peso se puede dar marcha atras a la pre

diabetes y, por tal razén, retrasar o prevenir la diabetes tipo 2 (ADA, 2013) (FID,2013).

1.1.3.3.2 Resistencia a la accion de la insulina.

La resistencia insulinica es la disminucién de la capacidad de la insulina enddégena y exégena
para ejercer sus acciones bioldgicas en los tejidos diana (higado, tejido graso y musculo) en
concentraciones que son eficaces en sujetos no diabéticos. Esta resistencia es un hecho
constante en la DT2, ya que puede estar presente durante afios antes del inicio de la
enfermedad y también predecir el inicio de la misma. La resistencia insulinica es fundamental
para el desarrollo de la DT2, pero sin el fracaso de la secrecion de insulina por las células no
habréa diabetes establecida (Abad et al. 2010).

1.1.3.3.3 Embarazo.

Las mujeres que presentaron diabetes gestacional y que normaliza su glucosa después del
embarazo tiene un riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 de aproximadamente 5 a 10%
cada afio, en otras palabras 5 a 10 pacientes que tuvieron diabetes gestacional, después del
parto cada afio presentaran diabetes (MSD, 2013). Confirmando estos datos en otro estudio se
ha documentado que 61% de mujeres con diabetes gestacional padecen intolerancia a la
glucosa o diabetes mellitus tipo 2 una década después del parto (Xilotl, Aguirre & Tusie — Luna,
20009).
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1.1.3.4 Factores Genéticos.

1.1.3.4.1 Marcadores Genéticos.

En la diabetes participan diversos genes y sus productos por lo cual se considera poli-genética,
se sugirieron que los genes/proteinas que se expresan y regulan el funcionamiento de las
células pancreaticas pueden ser genes candidatos para desarrollar la diabetes. Estos genes
pueden ser utilizados como marcadores para el diagnéstico temprano de ésta (Chavez et al.
2011). Entre los genes relacionados a diabetes se encuentra el gen ABCAL. En estudios
recientes se empez6 a entender mediante la generacibn de un modelo animal con la
desactivacién selectiva de ABCAL en la célula B pancreatica su susceptibilidad para desarrollar
diabetes tipo2 (Tusié, 2007).

1.1.3.4.2 Historia Familiar.

La herencia genética de la DT2 no es de tipo mendeliana, lo que se observa es que el riesgo de
desarrollarla se incrementa cuando existe historia familiar de DT2, lo cual interacciona con otros
factores de riesgo como estilos de vida no saludables. Asi, lo hijos de madres diagnosticadas
con DT2 tiene un riesgo de desarrollarla de 2.5 a 3.5 méas alto que los hijos de madres no
diabéticas. Mientras que los hijos con padres con DT2 su riesgo es de 1.4 a 3.5 veces mas que
aquellos cuyos padres no tienen la enfermedad. Cuando ambos padres presentan la
enfermedad el riesgo se incrementa hasta seis veces mas que en los hijos de padres sin DT2.
(Gutiérrez, 2010)

1.2 Superfamilia ABC (ATP-binding cassette)

Los transportadores ABC son una gran superfamilia de proteinas de membrana con diversas
funciones. Estas convierten la energia generada por la hidrélisis de ATP en un movimiento
transmembrana de sustratos ya sea en el citoplasma (importacion) o fuera del citoplasma
(exportacion) (Locher, 2009). Incluyen varias proteinas transportadoras diferentes halladas en
organismos que van desde las bacterias hasta los seres humanos. Cada proteina ABC es
especifica de un Unico sustrato o grupo de sustratos emparentados, que pueden ser iones,
azlUcares, aminodcidos, fosfolipidos, péptidos, polisacéridos o incluso proteinas. Todas las
proteinas transportadoras ABC comparten una organizacion estructural que consiste en cuatro
dominios “centrales”: dos dominios transmembrana, que forman el corredor a través del cual las

moléculas transportadas cruzan la membrana, y dos dominios citosolicos fijadores de ATP
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(Lodish et al. 2006) (Higgins, 2001).

(a) Nutrientes hidrofilicos: aminoacidos,
oligopéptidos, azucares, iones,

S
'

.
.
.
.

Extracelular

Membrana

Citoplasma

ATP : ADP + P,

ATP 1 ADP + P,

(b) Xenobiéticos, lipidos, medicamentos para el
cancer, péptidos antigénicos.

Figura 1. Estructura de los transportadores ABC. (a) Importador ABC. (b)
Exportador ABC. Dominios transmembrana (TMD), Dominios citosélicos
fijadores de ATP (ABC). Tomado de Locher, 2009

1.2.1 Subfamilias ABC.

Hay 48 transportadores ABC conocidos presentes en los seres humanos, los que se clasifican
de la siguiente manera: ABC-A, ABC-B, ABC-B, ABC-D y ABC-G, existes transportadores como
ABC-E y ABC-F que aparentemente no estan involucrados en el transporte si no que son

Unicamente dominios de union a ATP (Stieger & Biber, 2002).

Mutaciones en 24 de los 48 transportadores ABC en humanos han sido vinculados con
enfermedades, y 12 de estos han sido asociados con enfermedades relacionadas ha

anormalidades en el transporte de lipidos y su homeostasis (Tarling et al. 2013). Entre las
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enfermedades genéticas que se han asociado esta la Fibrosis Quistica, enfermedad de Tangier,
colestasis obstétrica, y resistencia a farmacos contra el cancer (Higgins, 2001).

La subfamilia ABCA conforma 12 transportadores que van desde ABCAl a ABCA13, la
existencia de ABCAL11l se deslinda de este grupo ya que inicialmente se dio una asignacion
erronea a un pseudogen. Estructuralmente estos transportadores son los de mayor tamafio que
van desde 1541 — 5058 amino&cidos de tamafio (Kaminski et al. 2006). A estos transportadores
se los dividen en dos grupos. El primer grupo (ABCA1-A4, A7, A12, Al13) incluyen siete genes
que se correlacionan con seis cromosomas diferentes; el segundo grupo (ABCA5-A6, A8-A10)
que esta organizado de cabeza a cola en el cromosoma 17g24. Se ha propuesto que los
transportadores ABCA en su mayoria estan involucrados en el flujo colesterol y fosfolipidos a

través de la membrana plasmatica, entre otras funciones (Dean et al. 2001).

1.2.2 Transportador ABCA1 (ATP-binding cassette tranporter Al).

ABCALl es una proteina integral de membrana de 2261 aminoacidos, es miembro de la
superfamilia de transportadores que usa el ATP como una fuente de energia para transportar
lipidos y otros metabolitos a través de las membranas (Liu et al, 2012).Es altamente expresado
en el higado y en los macréfagos; es el més caracterizado de los otros tres transportadores de
lipidos ABC. Numerosos estudios de cultivo de células, deficiencias de HDL en humanos y en
modelos animales han demostrado que ABCAL es uno de los principales determinantes de los
niveles plasmaticos de HDL y un arteroprotector potente (Oramet al. 2005). Un estudio reciente
estableci6 un nuevo rol de ABCA1, como un transportador de colesterol celular, ejerce su
funcion en la homeostasis del colesterol de las células beta y la secrecion de insulina (Kruit et
al. 2010).
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1.2.2.1 Estructura de ABCA1.

Out

Walker C

Walker C

Figura 2. Estructura de la proteina ABCA1. Fuente: Tomado de Oram &
Heinecke, 2005

La proteina ABCAL esta formada por 2 mitades con estructura similar; cada mitad tiene un
dominio transmembranal con seis hélices y un dominio de uniéon a nucleétidos (NBD), que
contiene 2 regiones peptidicas Walker A y Walker B, ademas de una region Walker C que es
propia de las proteinas ABC. Se predice que el extremo amino terminal de la proteina ABCA1
esta orientado hacia el citosol y dos asas extracelulares grandes, altamente glicosiladas,
unidas entre si por uno o0 méas enlaces entre residuos de cisteina (Oramet al. 2005) (Locher,
2009).

1.2.2.2 Funcion de la proteina ABCAL.

ABCAL1 se encuentra expresando en muchos lugares, pero sus funciones fisiolégicas dependen
de la célula y del tipo de tejido. Por ejemplo, ABCAL se expresa en hepatocitos, enterocitos, y
adipocitos donde se involucra en la generacion de lipoproteinas de alta densidad (HDL),
mientras que en los macréfagos ABCAL es el encargado del transporte inverso del colesterol
(Tarling et al. 2013).

Otros estudios sobre deficiencias de HDL en humanos, ratones transgénicos, y cultivo de

células han demostrado que ABCALl es el principal exportador de colesterol celular y

fosfolipidos y aceptor de apolipoproteinas, esta actividad es esencial para la formacién de las

particulas de HDL in vivo. Hay pruebas de que ABCAL también juega un papel en la supresion
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de la produccion de citocinas inflamatorias por los macréfagos a través de mdltiples
mecanismos (Liu et al. 2012). Como las células no hepaticas son incapaces de degradar el
colesterol, ABCAL también juega un papel critico en la regulacion del colesterol intracelular.

En estudios recientes se sugiere que los niveles intracelulares de colesterol pueden influenciar
en la funcién de las células beta pancreaticas, como lo demuestra el estudio realizado por
Brunham et al. (2007) en el que se utilizaron ratones con inactivacion selectiva de ABCA1, en
este trabajo se manifesté que ABCAL juega una papel critico en la homeostasis del colesterol y
la secrecion de insulina en las células B pancreaticas, donde la ausencia de este dio lugar a
acumulacién de colesterol celular y una marcada reduccion en la secrecién de insulina in vivo y
un deterioro progresivo de la tolerancia a la glucosa. Otro trabajo que confirma esta funcion
importante de ABCAL es el de Kruit et al. (2010) en donde se concluye que el flujo de colesterol
de los islotes de las células beta pancreaticas a través de ABCAL es crucial para la regulacion
del colesterol in vivo, sugiriendo que los niveles de colesterol elevados puede contribuir a la

disfuncién de las células beta en la diabetes tipo 2.

1.2.2.3 Mecanismo de transporte de lipidos.

Dos modelos se han propuesto para dar cuenta de la capacidad de ABCAL para apuntar a
dominios de lipidos. El primer modelo sugiere que ABCA1 genera dominios de lipidos en la
membrana plasmatica para su posterior eliminacion por apolipoproteinas que se unen a ABCA1
en la superficie celular. Un segundo modelo sugiere que ABCALl y la apolipoproteina se
encuentran contenidas en vesiculas de endocitosis, las cuales interactian con los depésitos
intracelulares de lipidos, donde ABCAL1 lleva los lipidos hacia Apo-Al para ser eliminados de la
célula mediante exocitosis. Hay evidencia de que ambos mecanismos pueden operar en la

misma célula (Oram & Vaughan, 2006).

Un modelo sugerido segun Oram & Heinecke (2005) predice que el canal transmembrana de
ABCAL1l esta inicialmente abierto en su parte interna. Los lipidos en la parte interna de la
membrana son transportados en el canal por un proceso que es facilitado por sitios de unién a
fosfolipidos de alta afinidad. Este reconocimiento de fosfolipidos induce la union de ATP a los
NBDs, lo cual promueve su dimerizacion y asi cierra el canal (Figura 3, paso A). Las
interacciones de la cabeza polar de los fosfolipidos con amino&cidos cargados en el canal

voltean los lipidos atrapados hacia la parte externa. La hidrolisis de ATP por los NBDs forma un
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intermediario unido a ADP que cambia la conformacion de los dominios transmembrana,
abriendo el canal hacia la cara externa (Figura 3, paso B). A causa de una disminucién de la
afinidad a fosfolipidos, los dominios lipidicos son extraidos del canal sobre la superficie celular,
guedando disponibles para ser removido por las apolipoproteinas de particulas nacientes de
HDL (Figura 3, paso C). Las estructuras del canal de ABCA1 se revierten a su conformacion
inicial después de que el ADP se disocia del NBD (Figura 3, paso D). Para la eliminacion de los
lipidos primero las apolipoproteinas se unen a ABCAl y luego solubilizan los lipidos

transportados desde el interior al exterior de la célula por la proteina ABCAL.

YF'husphulipid
ﬁd Cholesterol

Figura 3. Mecanismo de transporte de lipidos.
Fuente: Tomado de Oram & Heinecke, 2005

1.3 Gen ABCA1l

El gen ABCAL, codifica para una proteina de membrana que facilita el flujo de colesterol y
fosfolipidos. Las mutaciones en este gen conducen a la deficiencia de la lipoproteina de alta

densidad (HDL) familiar y a la enfermedad de Tangier. ABCAlesta localizado en el locus
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9g31.1, tiene 146581 pb y esta organizado en 50 exones que codifican para una proteina de
2261 aminoacidos (Santamarina et al. 2000).

El mantenimiento de la homeostasis del colesterol es vital para la supervivencia de los
organismos. Muchos genes bajo complejas vias regulatorias contribuyen a la preservacion de
este equilibrio, uno de estos genes es ABCAL, por lo tanto mutaciones en este gen han
provocado la disminucién de la capacidad de flujo de salida del colesterol, y la acumulacion de

lipidos en varios tejidos (Singaraja et al 2005).

1.3.1 Asociacion del gen ABCAL con diabetes tipo 2.

El papel critico de la disfuncion de las células B en la patogénesis de la diabetes tipo 2 es bien
conocido, pero las razones de la disfuncion de estas células 3 no se conocen. Los datos de
varias fuentes indican que los niveles de colesterol intracelular pueden influir en la funcién de
las células beta (Kruit et al. 2010). En este punto es donde ABCAL ejerce su asociacion con
diabetes tipo 2 ya que en varios estudios se ha demostrado que un cese de su funcién provoca

la toxicidad de las células pancreaticas conllevando a una mala secrecién de insulina.

El gen del transportador de colesterol ABCAL se identific por primera vez relacionado con la
DT2 en la poblacion japonesa mediante un estudio de asociacion masivo donde se analizaron
120 genes que podrian estar relacionados con la DT2. En poblacién mexicana se encontrd una
asociacion de una variante particular de este gen (R230C), vinculada con concentraciones bajas
de la lipoproteina de alta densidad (HDL) y, de manera independiente con la obesidad y la
diabetes tipo 2 (Tusié, 2007).

En un estudio realizado por Kruit et al. (2010), se sefiala que las mutaciones de pérdida de la
funcion de ABCAL producen disfuncion en las células beta pancreéticas, siendo crucial el flujo
de colesterol en las células de los islotes a través de ABCAL, para mantener una homeostasis

celular in vivo.

Un estudio reciente de Patel et al. (2011) asocio a la reduccién de la expresion de ABCA1 con
diabetes tipo 2, en este estudio se demuestra una relacion entre la glucemia, la expresion de

ABCA1, el contenido de la proteina ABCA1 y la eliminacién del colesterol de las células en los
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seres humanos. Sugiriéndose que la diabetes tipo 2 est4 asociada con la eliminacién alterada
del colesterol celular por efectos sobre la expresion de ABCA1L.

Caso contrario a lo que se ha mencionado anteriormente, se ha demostrado la existencia de un
polimorfismo de ABCA1l - R219K (rs2230806), que se asocia con una disminucion de la
severidad de la ateroesclerosis, del riesgo de problemas coronarios, disminucion de
triglicéridos, y un incremento de los niveles de HDL-C, disminuyendo la probabilidad de

desarrollar enfermedades sistémicas como la diabetes tipo 2 (Clee et al. 2001).

El polimorfismo R219K se da por el cambio de una guanina (G) por una adenina (A) en la
posicion 969 del transcrito que da resultado el cambio de una arginina (R) por una lisina (K) en
la posicion 219 de la proteina (Li et al. 2012). Se ha demostrado mediante un estudio realizado
en 804 pacientes holandeses con enfermedad coronaria, que los pacientes portadores del alelo
K del polimorfismo R219K habian reducido la gravedad de la aterosclerosis y presentaron
menos eventos coronarios, en el mismo estudio también se vinculo al alelo K con una

disminucién de los triglicéridos y una tendencia al aumento de HDL (Evans & Beil 2003).

1.4 Polimorfismo R230C del gen ABCAL1l

El polimorfismo R230C (rs9282541) se da por el cambio de una citosina por una timina en la
posicion 1001 del transcrito, lo que origina un cambio de una arginina (R) por una cisteina (C)
en la posicién 230 de la proteina (Villarreal, 2007). Este cambio pertenece a una variacion de
secuencia que involucra la sustitucion de un solo nucledtido en términos mas cortos

denominado SNP (polimorfismo de un solo nucle6tido).

Existen varios estudios sobre el rol que cumple este polimorfismo en la DT2. En un estudio
realizado por Aguilar et al. (2012) se demuestra que la presencia de la variante R230C produjo
una secrecion anormal de insulina relacionada con la acumulacion de colesterol en las células
beta. También se demostr6 que este polimorfismo en poblacion mexicana es mas comun en
personas con DT2 especialmente las que presentan un desarrollo temprano de la enfermedad
(diagnéstico antes de los 40 afios), en este estudio de caso-control se observo una alta

frecuencia del alelo de riego en pacientes con diabetes tipo 2 (Villareal et al. 2008).

Este polimorfismo también ha sido asociado con obesidad como lo demuestra el estudio
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realizado por Villarreal et al. (2007), en el que se analizé6 a R230C en 429 mestizos mexicanos,
mostrando una asociacion de la variante con IMC mas que con la disminucion de los niveles de
HDL, sugiriéendose que la funcion de ABCAl en la fisiopatologia de la obesidad es
independiente de su papel en la regulacién del HDL y los niveles de apoA-1.

1.4.1 Prevalencia del polimorfismo R230C en diferentes poblaciones.

Este polimorfismo se identific6 por primera vez en individuos Qiji-Crees y en mestizos
mexicanos, encontrandose con mas frecuencia en diferentes grupos indigenas americanos,
cabe recalcar que no se le encontrd en otros grupos étnicos de otros continentes como lo es en
asiaticos, poblaciones africana, europea. Esta ausencia sugiere que el alelo 230C es exclusivo

de poblaciones indigenas de América latina o que desciendan de ella (Acufia et al. 2010).

Como se observa en la Tabla 3 obtenida de la base de datos sobre SNPs de NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) se confirma lo antes mencionado, ya que no se observa la

presencia del alelo de riesgo (T) en las poblaciones antes citadas.

Tabla 3. Frecuencias alélicas de R230C en diferentes

poblaciones
Poblacién Alelo
C(R) T(C)
Afroamericanos 0.985 0.015
Caucasicos 1.000 0
Africana 0.979 0.021
Hispana 0.957 0.043
Pacifico 1.000 0
Norte Americana 0.999 0.001
Ascendencia europea 0.997 0.003
Europea 1.000 0
Asiatica 1.000 0
Asiatica 1.000 0
Africana-Sur del Sahara 1.000 0

Fuente: Tomado de la base de datos de NCBI

El polimorfismo se ha presentado en diferentes poblaciones como lo es en el caso de poblacion
mestiza mexicana, al igual que en diferentes poblaciones de origen amerindio como Yonomami

provenientes del sur de Venezuela y norte de Brasil, Xikrin, Mura y Xavante de Brasil,
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Mapuche de Chile y Argentina, Lengua de Paraguay, Kayapo del sur del Rio Amazonas (Brasil),
entre otras (Kidd, 2012). En Ecuador este polimorfismo se estudio en poblacion indigena de
Loja, en la comunidad Saraguro observandose la presencia del polimorfismo asociada a la
disminucion de los niveles de HDL. (Espinoza, 2010)

En la imagen que se presenta a continuacion se observa la distribucion alélica (T) de la variante
R230C alrededor del mundo. (Figura 4)
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Figura 4.Distribucion del polimorfismo R230C en diferentes poblaciones.
Fuente: Tomado de La Base de datos de Alelos (ALFRED) —Universidad de Yale- USA

1.5 Poblacién mestiza de Ecuador

La poblacion mestiza se dio por el encuentro biolégico y cultural de etnias diferentes (indigenas
y europeos), en el que estas se mezclan, dando como nacimiento a nuevas etnias y nuevos
fenotipos. Segun datos del Instituto Nacional de Estadisticas y Censos en Ecuador existe un
71.9% de poblacion mestiza segun el ultimo censo realizado en el afio 2010. En este mismo se
demuestra que la provincia de de Loja tiene un predominio de poblacion mestiza (92.8%),
seguida de la poblacion indigena (3.1%). Para este censo cada persona se auto identificd
segun sus tradiciones y costumbres, no se realizé ninguna distincion étnica por genética.
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2.1 Poblacion

En el presente trabajo se disefi6 un modelo de caso — control, para asi evaluar el polimorfismo

y su asociacion con diabetes tipo 2. Cada grupo estuvo conformado de la siguiente manera:

El grupo de casos o de diabéticos fue conformado por 263 individuos mestizos-ecuatorianos no
relacionados entre si, entre las edades de 35 a 92 afios. El criterio de inclusion para estos
individuos fue: ser diagnosticado con diabetes tipo 2, no ser familiar en primer grado con otro

participante del estudio, y ser nacido en Loja-Ecuador.

El grupo de controles o no diabéticos incluyo 256 individuos que fueron seleccionados con el
siguiente criterio: no ser diagnosticados con diabetes tipo 2, no tener familiares en primer grado

diagnosticados con diabetes tipo 2 y ser mayor de 45 afios.

Ambos grupos de personas fueron pacientes del Centro de Atencidon Ambulatoria “Hospital del
Dia” - Central Loja. Solamente los individuos nacidos en Loja-Ecuador que se auto identificaron
como mestizos, y cuyos padres y abuelos sean nacidos de Loja se incluyeron en el estudio.
Todos los participantes firmaron un consentimiento informado antes de su participacion en el

estudio.

2.2 Parametros Bioquimicos y Antropométricos

Todas las pruebas bioquimicas se realizaron a partir de muestras de sangre en ayunas de 8 a
12 horas, para su analisis se utilizé el equipo Cobas C111 siguiendo las instrucciones descritas
por el protocolo del mismo. Se avalué la glucosa, el colesterol, lipoproteina de alta densidad
(HDL), lipoproteina de baja densidad (LDL), triglicéridos y hemoglobina glicosilada (HbA1c).
Todas las mediciones se realizaron en “Laboratorio Clinico del Hospital de la Universidad

Técnica Particular de Loja”

Los datos antropométricos fueron tomados de los registros médicos de cada paciente, del

Centro de Atencion Ambulatoria “Hospital del Dia” - Central Loja.
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2.3 Andlisis genético

2.3.1 Extraccion de ADN.

El ADN gendmico se extrajo a partir de leucocitos de sangre periférica utilizando el kit comercial
“Wizard ® Genomic DNA Purification Kit”.

2.3.2 Amplificacion y secuenciacion del exén 7 del gen ABCAL.

El ex6n 7 del gen ABCALl fue amplificado por PCR en las siguientes condiciones: Taq
polimerasa 5U/ul, Taq Buffer, dNTP y Primers (forward y reverse) con las siguientes
secuencias:

F: 5-GACCCAGCTTCCAATCTTCATAA-3y R: 5-TTCCGAAAGCATTAGTGCTTGA-3. La
desnaturalizacion inicial a 96 °© C durante 7 minutos, 37 ciclos que consistieron en
desnaturalizacion a 95 ° C durante 30 segundos, anillamiento a 60 ° C durante 30 segundos,

extension a 72 ° C durante 30 segundos y la extensién final a 72 ° C por 10 minutos.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 2%, para
posteriormente ser purificados utilizando el kit comercial “Wizard SV del and PCR Clean-Up
System”, para ser finalmente secuenciados en la compania Macrogen. Las secuencias se

analizaron utilizando los programas Codon Code Aligner y Bioedit.

2.4 Andlisis Estadistico

Se analiz6 media y desviacion estandar de los parametros clinicos y antropométricos para asi

determinar las diferencias entre los grupos, usando la prueba de U de Mann-Whitney.

También se determiné las frecuencias genotipicas como alélicas y el equilibrio de Hardy
Weinberg. La asociacion entre el polimorfismo y la diabetes tipo 2 se analizaron por regresion
logistica ajustando los datos por sexo, edad e IMC, utilizando el modelo dominante. Los
andlisis se realizaron usando el programa SPSS version 15.0 para Windows (Se consider6 una

diferencia significativa si p<0,05).

28



CAPITULO Il

3. RESULTADOS



3.1 Caracteristicas Bioquimicas y Antropométricas de los grupos analizados

La Tabla 4 muestra las caracteristicas bioquimicas y antropométricas de los grupos analizados.
De los diabéticos se analizaron 101 hombres y 162 mujeres; de los individuos no diabéticos

fueron analizados 113 hombres y 143 mujeres.

Hubo una diferencia significativa de glucosa y los niveles de HbAlc entre los diabéticos y no
diabéticos, una situacién que seria de esperar ya que la diabetes se caracteriza por la
hiperglucemia. Existié también una diferencia significativa en el indice de masa corporal entre
ambos grupos, siendo mas elevado en los diabéticos (mayor a 25 k/m?), ademéas de hallarse

diferencia en presién arterial sistélica, diastélica y triglicéridos.

TABLA 4
Parametros Bioquimicos y antropométricos de individuos diabéticos y no diabéticos.

Pacientes No-Diabéticos

Diabéticos grupo control p-value
n 263 256 -
Hombres (%) 38.4 44.1 -
Edad (afios) 63.60 + 11.01 63.28 £ 9.92 0.977
IMC (kg/m2) 29.45 + 4.60 26.76 + 4.32 <0.001
PAS (mm Hg) 133.43 £ 20.88 119.13 £ 13.78 <0.001
PAD (mm Hg) 76.43 +10.10 73.64 +9.81 0.001
Glucosa en ayunas
(mg/dL) 150.32 + 56.80 89.69 + 8.85 <0.001
Colesterol(mg/dL) 211.20 + 45.23 204.47 + 48.23 0.046
HDL (mg/dL) 47.13 £ 14.07 4795+ 14.44 0.449
LDL (mg/dL) 125.59 + 44.02 122.17 + 47.62 0.321
Triglicéridos (mg/dL) 195.55 + 111.70 173.02 £ 72.16 0.043
HbAlc % (mmol/mol) 7.49 (58) + 1.59 (9.86) 4.98 (31)+ 0.63 (3.91) <0.001

Los datos son medias = SD a menos que se indique lo contrario. IMC: indice de masa corporal, PAS: presion
arterial sistélica, PAD: presion arterial diastolica, HDL: lipoproteina de alta densidad, LDL: lipoproteina de baja
densidad, HbAlc: hemoglobina glicosilada.
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3.2 Frecuencias alélicas y genotipicas

Debido a la existencia de otro polimorfismo (R219K) en el exdn siete se vio conveniente su

respectivo analisis.

Las frecuencias genotipicas para la poblacion general fueron: para el polimorfismo R230C 0.82;
0.15 y 0.13 para los genotipos CC, CT y TT respectivamente. Para el polimorfismo R219K se
observ6 0.41, 0.44 y 0.15 para los genotipos GG, GA y AA respectivamente.

Referente a las frecuencias alélicas presentes en toda la poblacion se observé lo siguiente: El
polimorfismo R230C presento frecuencias de 0.9 y 0.1 para C y T respectivamente. Por otro

lado R219K presentd 0.63 y 0.37 para los alelos G y A respectivamente.

Fueron genotipados un total de 508 individuos, los resultados de las frecuencias genotipicas
tanto de diabéticos como no diabéticos se presentan en la Tabla 5 para el polimorfismo R230C
y en la Tabla 6 para R219K.

En el andlisis del equilibrio de Hardy Weinberg indica que el polimorfismo R219K se encontrd en
equilibrio, mientras que el polimorfismo R230C no present6 equilibrio (p = 0.001) en el grupo

control (no diabéticos).

TABLA 5
Frecuencias genotipicas de R230C en pacientes con diabetes tipo 2 y pacientes no diabéticos

Pacientes con Pacientes p-
Diabetes tipo 2 No Diabéticos  value
CiC 0.85 0.8 NS
Genotipo CIT 0.14 0.16 NS
TIT 0.01 0.04 NS

NS= no significante
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TABLAG

Frecuencias genotipicas de R219K en pacientes con diabetes tipo 2 y pacientes no diabéticos

Genotipo

Pacientes con Pacientes p-

Diabetes tipo 2 No Diabéticos  value
GIG 0.39 0.43 NS
G/A 0.44 0.45 NS
AJA 0.16 0.13 NS

NS= no significante

3.3 Frecuencia de haplotipos y andlisis de asociacién con diabetes tipo 2

La Tabla 7 muestra los haplotipos presentes en la poblacion con una frecuencia superior al 5%,

siendo el mas frecuente G - C para R219K y R230C respectivamente. También se observa la

asociacion de haplotipo G - T con la diabetes tipo 2, este haplotipo incluye el alelo silvestre para

el polimorfismo R219K y el alterno para el R230C.

TABLA 7

Haplotipos frecuentes y su asociacién con diabetes tipo 2.

Polimorfismo

R219K R230C OR (95% CI) p-value
G C 1 -
A C NS NS
G T 1.77 (1.11-2.83) 0.017

NS= no significante.

3.4 Asociacion del polimorfismo R230C con diabetes tipo 2

En este analisis se observo una posible asociacion del polimorfismo R230C con diabetes tipo 2

mediante un modelo dominante, el que presento un OR de 1.73 (Cl = 1.05-2.86) y valor de p =
0.038. (Tabla 8).
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TABLA 8

Asociacion del polimorfismo con diabetes tipo 2

Genotipo OR (95% CI) p-value
C/C 1
0.038
CIT-TIT 1.73 (1.05-2.86)

P values and ORs fueron calculados por regresion logistica usando el modelo dominante ajustando

los datos por sexo, edad e IMC.

El polimorfismo R219K del gen ABCAL también fue analizado pero no se encontré ninguna
relacién significativa con los pardmetros bioquimicos y clinicos, por tal razén no se muestra

resultados de asociacion.

3.5 Discusién y analisis de Resultados

La diabetes es un grupo de trastornos metabdlicos cronicos caracterizados por hiperglucemia,
producto de disturbios en el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas; que resulta de
defectos en la secrecién de insulina, en su accion o ambas. (Gonzalez E. 2005, ADA 2010). En
Ecuador esta patologia tiene una prevalencia del 6.89%, y segun datos del Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos y del Ministerio de Salud Publica la diabetes en el afio 2011 se colocé

como la tercera causa de muerte en Ecuador.

La diabetes es una enfermedad poli-génica en la que, la alteracién de multiples genes aumenta
la susceptibilidad de desarrollarla. Se han identificado varios polimorfismos asociados a esta,
uno de ellos es el polimorfismo R230C del gen ABCAL que ha sido reportado como un factor
de riesgo importante para la disminucion de los niveles de HDL (Tusié€, 2008), la enfermedad
aterosclerdtica, especialmente la enfermedad coronaria prematura, como también se ha

asociado con la diabetes mellitus tipo 2, obesidad y sindrome metabdlico (Villareal, 2008).

En este estudio, las diferencias entre los grupos analizados en cuanto a la glucosa, triglicéridos
e IMC se pueden explicar considerando las caracteristicas propias de la enfermedad. La
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presencia de hiperglucemia y la hemoglobina glicosilada superior al 6.5 % es caracteristica de
la diabetes, sobre todo en aquellos pacientes no controlados. Los niveles de triglicéridos
elevados sobre todo en pacientes diabéticos se convierten en un factor agravante de la
enfermedad. En relacion al IMC, como ya es de conocimiento, la diabetes esta altamente
relaciona con un IMC superior a 25 Kg/m? (Yaturu, 2011) que por acumulacién de grasa
produce resistencia a la insulina. En definitiva el contenido elevado de lipidos y la presencia de
obesidad conllevan a un dafio de las células beta pancreatica provocando una disminucién de

la secrecién de la insulina y por ende al desarrollo de diabetes tipo 2 (Bernal, 2008).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo, la frecuencia del alelo T del
polimorfismo R230C en la poblacion mestiza es de 0.1. Similar al observado en personas de la
comunidad indigena Saraguro del Ecuador (0.16) (Espinoza, 2010), y a la poblacién mestiza
mexicana de 0.109 (Villareal et al. 2008) (Villareal, 2007). Este alelo T se ha presentado
mayoritariamente en poblaciones indigenas de América con una frecuencia media de 0.12
(rango de 0 — 0.31) tal como lo ha reportado Acufia et al (2010). Nuestra poblacién se encuentra
dentro de este rango, pudiendo atribuirse esto a que la poblacién mestiza comparte informacién

genética con nuestros antepasados indigenas.

El polimorfismo R219K se muestra con una frecuencia de 0.37 para el alelo A, siendo estos
datos similares a los observados en poblacion mexicana con 0.327 (Villareal et al. 2008) e
indigena de la comunidad Saraguro (0.42). Este polimorfismo segun un estudio de Ma et al.
(2011) se encuentra con una alta prevalencia en poblaciones asiaticas (0.40). Otro estudio que
muestra datos similares es el realizado por Li et al. (2012) donde se reporta la prevalencia alta
del polimorfismo en 12 provincias de China. La similitud de la frecuencia del polimorfismo
R219K entre nuestra poblacién y las asiaticas se puede explicar considerando la hipétesis del

origen asiatico de los primeros habitantes de América.

El polimorfismo R219K ha sido asociado con un aumento de los niveles de HDL (Clee et al.
2001), como lo confirma un estudio de meta analisis, donde se evaluaron 6597 casos y 15369
controles, observandose que el alelo 219K esta significativamente asociado a un aumento en
los niveles de colesterol HDL y a una reduccién del riesgo de desarrollar enfermedad coronaria
(Ma et al. 2011). La variabilidad en los resultados de asociacion entre este polimorfismo y los

niveles de HDL es alta, por ejemplo en un estudio realizado en pacientes con sobrepeso se
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observd una asociacion del polimorfismo con la disminuciébn en los niveles de HDL
aparentemente por el elevado contenido de grasa intracelular (Kitjaroenthan et al. 2007).

Otro estudio vinculo al polimorfismo con disminucion de triglicéridos sin mostrar efecto sobre las
concentraciones de HDL (Evans et al 2003), e inclusive como lo demuestra el estudio realizado
por Kolovou et al. (2012) no se encontré ninguna relacion del polimorfismo con niveles de
lipidos. En este estudio al igual que los reportados anteriormente no se encontré ninguna
asociacion de R219K con los niveles de HDL. La inconsecuencia en las asociaciones se podria
explicar por la influencia tanto de factores genéticos como ambientales en las concentraciones

de lipidos.

La demostracién de un fuerte componente genético en la patogénesis de la diabetes tipo 2,
proporcionada por varios estudios epidemiol6gicos muestran un marcada diferencia de la
prevalencia de la diabetes tipo 2 a través de las poblaciones, donde la variacién étnica
representa una fuerte evidencia de la base genética de esta enfermedad. (Guja et al. 2012)
(Ramirez et al. 2013).

En este estudio el polimorfismo R230C mostr6 una asociaciéon con diabetes tipo 2
observandose un OR de 1.73 (1.05-2.86), p = 0.038. Este mismo efecto se inform6 en un
estudio realizado en la poblacion mexicana, donde el polimorfismo presenta la misma
asociacion con un OR de 2.097 y p = 7.6x10° (Villareal, 2008). En este estudio no se encontrd
asociacion entre la variante R230C y los niveles de HDL que comuUnmente se reportan
disminuidos (Villareal et al. 2007). Una posible explicacién de esto, como segun Diamon et al.
(2005) prescribe que la asociacién de ABCAL con diabetes tipo 2 es independientemente de los
niveles séricos de HDL. Siendo necesario el desarrollo de andlisis funcionales con el fin de

explicar la funcion de la variante en la fisiopatologia de la diabetes tipo 2.

La asociacion de R230C con diabetes tipo 2 se explicaria considerando lo siguiente: que es
posible que los polimorfismos presentes en las asas extracelulares en este transportador
afecten la interaccion con Apo-Al y por consiguiente la salida de colesterol de las células
(Singaraja et al. 2003) y que a nivel de las células beta pancreéticas esta alteracion produce
lipotoxicidad afectando la secrecion de insulina (Brunham et al. 2007) (Bernal, 2008). Por lo
tanto las consecuencias funcionales de esta variante sobre las células beta y sobre los

adipocitos podrian conducir a un mayor riesgo de diabetes tipo 2 (Hao et al. 2007).
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En conclusién los resultados muestran una posible asociacién del polimorfismo R230C del gen
ABCA1 con diabetes tipo 2, considerandose que el grupo control no present6 equilibrio de
Hardy Weinberg para el polimorfismo este efecto deberia validarse en estudios posteriores.
Siendo la diabetes una enfermedad compleja y con alta frecuencia en nuestra poblacion, este
estudio aporta con informacion al conocimiento de su base genética ayudando a su

comprension y siendo una herramienta para prevenirla.
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CONCLUSIONES

La frecuencia del polimorfismo R230C para la poblacién general fue de 0.1 siendo
similar a otras poblaciones de origen amerindio.

La frecuencia del polimorfismo R219K para la poblacién general fue de 0.37 similar a
poblaciones asiaticas.

Los resultados obtenidos sugieren una posible asociacion entre el polimorfismo R230C
del gen ABCAL con diabetes tipo 2 en la poblacién analizada.

En los grupos estudiados no hubo asociacion entre el polimorfismo R230C y R219K con

los niveles de HDL.
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RECOMENDACIONES

e Debido a que los individuos no diabéticos analizados en el polimorfismo R230C no
presentaron equilibrio de Hardy Weinberg, se recomienda agrandar el numero de
participantes en el estudio para validar los resultados.

o Para estudios posteriores se siguiere utilizar técnicas de genotipado masivo, para asi
facilitar la identificacién de los genotipos.

e Se recomienda también para estudios futuros incluir datos sobre niveles de insulina, ya
que como se menciond previamente este polimorfismo esta relacionado con el dafio de

las células beta pancreaticas afectando a la secrecién de esta.
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