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RESUMEN

Antecedentes: La historia familiar de diabetes tipo 2 (HFDT2) se ha
estudiado como factor de riesgo para el desarrollo de diversas alteraciones
metabdlicas, como las alteraciones relacionadas con la insulina, entre las que se
encuentra la resistencia a la insulina (RI). En la fisiopatogenia de la Rl se ha descrito
la asociacion de la obesidad con un estado inflamatorio cronico a nivel sistémico
que se encuentra reflejado por la elevacion persistente de diversas citocinas
proinflamatorias, las cuales alteran la via de sefializacibn de la insulina. La
linfotoxina alfa (LTA) es una citocina proinflamatoria que se ha asociado con
alteraciones metabdlicas, asi como algunas variaciones en el gen que la codifica.
Existe un estudio en poblacién japonesa que reportd que el polimorfismo de LTA
+252 A/G disminuye la RI. Sin embargo, existe evidencia que indica que la
variabilidad genética y su asociacion con alguna patologia dependen del tipo de
poblacién. Considerando la importancia de la Rl como base para desarrollar DT2 y
otras enfermedades, y la existencia de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP,
por sus siglas en inglés) del gen de LTA que pueden modificar la expresion de ésta
y su funcién, es importante estudiarlos para sentar las bases del tipo de asociacion
en poblaciébn mexicana.

Objetivo general: Determinar la asociacion del polimorfismo de LTA +252
A/G con RI en sujetos con HFDT2.

Material y método: Se realiz6 un estudio comparativo, observacional,
transversal, prolectivo y homodémico. La muestra estuvo conformada por el
personal académico y administrativo de las Facultades de Arquitectura, Contaduria
y el Instituto de Ciencias Sociales de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla (BUAP), que cumplieron con los criterios de seleccién y que aceptaron
participar en el estudio. El proyecto de investigacion se dividié en las siguientes
etapas: 1) Explicacion detallada del proyecto a todos los candidatos a participar y
firma de consentimiento informado. 2) Realizacion de historia clinico-
antropométrica. 3) Recoleccién de muestra sanguinea para la determinacién de

hemoglobina glucosilada (HbAlc), glucosa e insulina de ayuno y prueba de

\



tolerancia oral a la glucosa (PTOG). Se determind la Rl mediante el indice del
modelo homeostético de evaluacion de Rl (HOMA-IR, por sus siglas en inglés) por
medio de la calculadora HOMAZ2-IR. 4) Conformacion de los grupos, control (sujetos
de investigacion sin RI) y de estudio (sujetos de investigacion con RI), de acuerdo
con los criterios de seleccion. 5) Realizacion del andlisis genético para determinar
el nucleotido presente (alelo A 0 G) en la posicion +252 del gen de LTA, mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) especifica de
alelo. 6) Analisis estadistico.

Resultados: Se encontré una prevalencia de HFDT2 de 46.5%, de éstos el
85.4% de los sujetos de estudio no presentaron Rl y el 14.6% si la presentaron. El
60.4% de la muestra estuvo conformada por mujeres y el 39.6% por hombres. Se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de estudio en las variables
peso, glucosa, insulina, indice de masa corporal (IMC) y PTOG. EI genotipo
encontrado con mayor frecuencia es el AG en ambos grupos de estudio; sin
embargo, no se encontré diferencia significativa (p=0.111). El alelo que se present6
con mayor frecuencia en el grupo con HFDT2 sin RI fue el A (64.6%) y en el grupo
con HFDT2 con RI ambos alelos presentaron la misma frecuencia (50.0%), sin
presentar diferencia significativa entre ambos grupos de estudio (p=0.139). Se
encontrdé una diferencia significativa entre los grupos de estudio al comparar el
genotipo mayor (AA) con respecto de los genotipos heterocigoto (AG) y menor (GG),
(p=0.044). Se establecié una asociacion entre los genotipos AG+GG (modelo
dominante) y Rl en los sujetos con HFDT2 sOlo cuando se ajustd a
sobrepeso/obesidad (IMC > 25 kg/m?), (p=0.048).

Conclusiones: El alelo LTA +252G (AG+GG) se asocia con RI en sujetos
con HFDT2 soélo si esta presente sobrepeso/obesidad (IMC > 25 kg/m?), por lo que
podemos sugerir que éste alelo se comporta como un probable factor de riesgo en
nuestra poblacion.

Palabras clave: historia familiar de diabetes tipo 2, resistencia a la insulina,

linfotoxina alfa, polimorfismo.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 ANTECEDENTES GENERALES

1.1.1 HISTORIA FAMILIAR DE DIABETES TIPO 2

Estudios epidemioldgicos en Europa y Latinoameérica demuestran que se ha
detectado historia familiar de diabetes tipo 2 (HFDT2) en sujetos con diabetes tipo
2 (DT2).(1-3) La asociacion entre estas variables es fuerte y se ha reportado que
entre los indios Pima menores de 25 afios de edad, la DT2 se presenta
exclusivamente en individuos con al menos un familiar diabético.(1) También se ha
demostrado que aquellos sujetos con HFDT2 son mas susceptibles a padecer DT2
comparados con sujetos sin HFDT2.(4) Ademas, la HFDT2 se asocia con DT2
independientemente del familiar afectado (ambos padres, madre, padre u otro
familiar en primer grado).(3) Asimismo, los sujetos con HFDT2 tienden a ser
diagnosticados con DT2 a una edad mas temprana, comparados con aquellos
sujetos sin HFDT2 (5); indicando que la HFDT2 quiza conduzca a una ocurrencia

de la enfermedad sugiriendo una influencia genética.

La prevalencia de HFDT2 depende del tipo de poblacion estudiada, en
poblacion china alcanza el 26.9% (3), en poblacién coreana el 23.7% (6), en
poblacion mexicana el 59% (7) y en poblacién mexicana-americana hasta el 80%.(2)

La HFDT2 se ha asociado con un incremento en el riesgo de padecer
desordenes metabdlicos, tales como alteraciones en la glucosa, sindrome
metabdlico (SM) y alteraciones en la insulina.(6) La insulinemia de ayuno se
encuentra mayormente incrementada en aquellos sujetos con HFDT2 en
comparacion con sujetos sin HFDT2, ademas también esta asociada con una
disminucion de la sensibilidad a la insulina y con trastornos del equilibrio entre la

sensibilidad a la insulina y la secrecién de ésta.(8,9)
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Un estudio realizado por Zamora-Ginez y col.(7) en 2012 en poblacion
mexicana reportdé que los sujetos con HFDT2 en primer grado (padre, madre,
hermanos y/o hijos) tienen un incremento de los niveles de insulina en ayuno, una
disminucién de la sensibilidad a la insulina y mayor prevalencia de obesidad y

prediabetes en comparacion con sujetos controles.

Igualmente se ha reportado que la HFDT2 es un factor de riesgo para
desarrollar resistencia a la insulina (RI) (2,6), ademas de manifestar una disminucién
de la sensibilidad a esta hormona en un 25% en comparacion con individuos sin
HFDT2.(2) Estos datos demuestran la importancia de la HFDT2 en los desordenes

relacionados con la insulina.

1.1.2 RESISTENCIA A LA INSULINA

DEFINICION

La RI se define como la incapacidad genética o adquirida de los tejidos diana
de responder normalmente a la accion de la hormona insulina.(10) En un estado de
RI, la accién de esta hormona esta reducida a nivel celular, lo que estimula al
pancreas para aumentar su secrecion. Esto permite compensar el defecto en la
accion tisular y asi mantener la homeostasis glucémica. Este fendbmeno da cuenta
del estado hiperinsulinémico, el cual es caracteristico en sujetos con RI,

particularmente después de una comida alta en carbohidratos.(11)

La insulina es una hormona proteica secretada por las células beta del
pancreas en respuesta a diversos estimulos, siendo el incremento de glucosa
plasmatica el mas relevante. Su principal funcibn es mantener la homeostasis

glucémica y la de otros sustratos energéticos.(12)

La RI se considera como un tronco comun fisiopatoldgico de algunas

enfermedades; y asociada a factores de susceptibilidad genética puede condicionar
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a una serie de alteraciones clinicas como hipertension arterial (HTA), intolerancia a
la glucosa que, en ultima instancia deriva en DT2, obesidad central, arterioesclerosis
como consecuencia de la disminucion del colesterol de alta densidad (c-HDL), la
elevacion del colesterol de baja densidad (c-LDL) y de los triglicéridos, ademas de
estar presente en individuos intolerantes a la glucosa o incluso en el 25% de sujetos

delgados, aparentemente sanos, con tolerancia normal a la glucosa.(13,14)

La RI y la disfuncion de la secrecién de insulina por las células beta del
pancreas son defectos fundamentales que se observan en la DT2.(8) La DT2 es
una enfermedad metabdlica compleja que se caracteriza por una hiperglucemia
resultante de una inadecuada actividad de la insulina, que se desencadena cuando
la secrecién de insulina por parte de las células beta del pancreas no puede
compensar la resistencia a la misma en los tejidos periféricos. Esta hiperinsulinemia
cronica contribuye gradualmente al fracaso de la célula beta pancreatica,
provocando alteraciones en la glucosa hasta desencadenar DT2.(15)

Se ha demostrado que la RI, evaluada mediante el indice del modelo
homeostéatico de evaluacion de RI (HOMA-IR, por sus siglas en inglés), se asocia
con un elevado indice de masa corporal (IMC) y obesidad abdominal.(16)

Por su simplicidad y buena correlacion con mediciones mas complejas de
sensibilidad a la insulina, asi como bajo costo, el método validado mas utilizado para
medir RI es el célculo del indice HOMA-IR, que toma en cuenta la glucosa e insulina
de ayuno.(17) El modelo fue actualizado con algunos ajustes fisiol6gicos para una
version en computadora, HOMA2-IR, que proporciona un indice mas preciso porque
modela la relacion de retroalimentacion entre la insulina y la glucosa en los diversos
organos del cuerpo.(18) El punto de corte para definir Rl es étnico-dependiente
(16,19); en nuestra poblacion definimos RI con un indice HOMA2-IR > 2.0 de

acuerdo a un estudio previo realizado por Zamora-Ginez y col.(20)
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FACTORES PATOGENICOS DE RESISTENCIA A LA INSULINA

La RI estd comunmente asociada a desérdenes del metabolismo lipidico que
incluye la acumulacion tisular ectépica de lipidos, entre ellos en el musculo
esquelético. Esta relacion no es soOlo asociativa, sino que existe evidencia
concluyente, tanto en animales como en humanos, de que los lipidos pueden inducir
RI. Este hecho se comprob¢ al realizar una infusion endovenosa de una emulsion
lipidica o administrar una dieta hipercalérica e hipergrasa en individuos sanos, y se
observd que se induce RI en el lapso de algunas horas (infusion) a dias
(dieta).(21,22)

Los acidos grasos libres circulantes constituyen un estimulo proinflamatorio,
dada su capacidad de unirse a receptores de membrana como los receptores tipo
Toll (TLR, por sus siglas en inglés). La activacion del TLR activa factores de
transcripcion  inflamatorios con la subsecuente liberacion de citocinas

proinflamatorias.(23)

En los sujetos obesos la produccién de acidos grasos libres aumenta, esto
origina que disminuya la utilizacion de glucosa como fuente primaria de energia
provocando disminucién en su captacion periférica lo que condiciona RI e
hiperinsulinismo secundario. El hiperinsulinismo cronico disminuye el nimero de

receptores de insulina en los érganos diana.(13)

La inflamacién es uno de los mecanismos fisiopatolégicos por los cuales se
puede condicionar RI, ya que se ha reportado una correlaciéon entre los factores
inflamatorios con el indice HOMA-IR y con el IMC. La obesidad ha sido asociada a
un estado inflamatorio crénico leve a moderado, que se manifiesta a nivel sistémico

por un aumento de los factores inflamatorios y leucocitos circulantes.(24)

A nivel tisular y particularmente en el tejido adiposo, se ha observado una
infiltracion de células inmunes. A nivel molecular, diversos tipos celulares

(adipocitos, células endoteliales, leucocitos, células hepaticas, células beta
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pancreaticas, neuronas, entre otras) manifiestan una mayor unién de factores de
transcripcion proinflamatorios a elementos de respuesta nuclear. En condiciones
proinflamatorias, los mediadores inflamatorios se unen a sus receptores en las
membranas celulares, lo que desencadena la migracion de factores de transcripcion
desde el citosol al ndcleo celular para la sintesis de nuevos mediadores

inflamatorios.(25,26)

En estado basal, los factores de transcripcion estan inactivos en el citosol,
unidos a sus respectivos inhibidores, lo que les impide migrar al nucleo. En
respuesta a una sefal externa proinflamatoria, por ejemplo, del factor de necrosis
tumoral (TNF, por sus siglas en inglés) alfa, se producen proteinas como la inhibidor
kappa beta cinasa (IKK, por sus siglas en inglés), que inducen la degradacion de
los inhibidores dejando migrar a los factores de transcripcion hacia el nacleo celular,
transmitiendo la sefial inflamatoria. La proteina IKK también fosforila al sustrato del
receptor de insulina 1 (IRS1, por sus siglas en inglés), si éste se fosforila en su
residuo serina existe una inhibicion de la transduccion de la sefial insulinica,
determinando una menor translocacion del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4)
desde el citosol hasta la membrana celular, lo que disminuye la captacion de la
glucosa sanguinea. Como respuesta compensatoria, ocurre una hipersecrecion de
insulina, lo cual explica la tipica hiperinsulinemia de los individuos con RI. De esta
manera, una célula expuesta a un entorno inflamatorio es una célula resistente a
insulina.(25,26)

La RI parece estar asociada con el incremento de niveles plasmaticos de
citocinas proinflamatorias como interleucina 1, interleucina 6 y el TNF alfa, entre
otras.(14) La linfotoxina alfa (LTA) se ha asociado con inflamacion cronica y se
sugiere que puede estar involucrada en la induccidn de insulitis y en el desarrollo
de RI.(27)
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1.1.3 LINFOTOXINA ALFA

DESCRIPCION GENERAL

La LTA, también conocida como TNF beta, es una citocina proinflamatoria
que pertenece a la familia del TNF y cumplen funciones criticas importantes en las
respuestas inflamatoria e inmunoldgica, proliferacion, citodiferenciacion vy
apoptosis.(28) A diferencia del TNF alfa, la LTA es producida principalmente por
células T activadas y no por macrofagos (29), aunque también puede ser secretada

por células B y células Natural Killer.(27,30)

FUNCIONES DE LINFOTOXINA ALFA

La LTA tiene muchas actividades, en general similares, pero no idénticas, a
las del TNF alfa, incluyendo necrosis tumoral, induccion de un estado antivirico,
activacion de leucocitos polimorfonucleares, induccion de antigenos del complejo
principal de histocompatibilidad (CPH) de clase | en células endoteliales, induccién
de moléculas de adhesion en el endotelio y estimulacion de la hormona de
crecimiento.(29) También es esencial para el desarrollo de los érganos linfoides, la

organizacion y el mantenimiento de microambientes linfoides.(30)

RECEPTOR Y ViA DE SENALIZACION DE LINFOTOXINA ALFA

La LTA es un homotrimero soluble que se une y activa vias de sefializacion
intracelular a través del receptor del TNF (TNFR, por sus siglas en inglés) tipos 1y
2, para ejercer sus actividades biolégicas. EI mecanismo por el cual la LTA
promueve la inflamacion esta pobremente comprendido. Una de las teorias es que
la LTA induce moléculas de adhesién intercelular (ICAM, por sus siglas en inglés)
en células endoteliales asi como moléculas de adhesion celular vascular (VCAM,
por sus siglas en inglés). Otra teoria es que la LTA puede contribuir a la inflamacién
por la induccion de otras citocinas proinflamatorias y favorecer la expresion de
RANTES, que es una quimiocina de regulacion por activacion, expresada y

secretada por los linfocitos T.(30)
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Se ha sugerido que la LTA participa en el desarrollo de trastornos
relacionados con la insulina.(27) La produccion de LTA se encuentra bajo control
genético y su nivel de expresion ha sido correlacionada con polimorfismos del gen

gue codifica a esta proteina.(31,32)

1.1.4 POLIMORFISMO GENETICO DE LINFOTOXINA ALFA

DESCRIPCION GENERAL

El polimorfismo genético se define por la existencia de varios alelos (formas
diferentes de un mismo gen) en la poblacién.(33) Un polimorfismo genético es
considerado como tal cuando la frecuencia de uno de sus alelos en la poblacion es

superior al 1%.(34)

Existen diferentes tipos de polimorfismos genéticos, uno de los mas
frecuentes es el polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP, por sus siglas en inglés),
del cual existen aproximadamente 10 millones en todo el genoma humano. La
mayoria de los SNP’s tienen dos alelos, los cuales estan representados por una
sustitucion de una base por otra. En las poblaciones, este tipo de alelos se clasifican

en alelo mayor (el alelo mas comun) y en alelo menor (el alelo menos comun).(34)

La variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la
resistencia individual a distintas enfermedades radica principalmente en los SNP’s
y en menor grado a inserciones, deleciones, secuencias repetidas y/o rearreglos

cromosomicos.(34)

En el humano, el gen que codifica para LTA se encuentra localizado dentro
de la region del antigeno leucocitario humano (HLA, por sus siglas en inglés), en el
cromosoma 6, posicion 6p21.3, cerca de la region que codifica para el TNF alfa,
ambos genes estan incluidos en el locus denominado TNF.(35)
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Las variaciones genéticas en el locus TNF son escasas y han sido altamente
conservadas en la evolucion. Sin embargo, se han reportado varios SNP’s en el gen
LTA, especificamente en la posicion +252.(36) La presencia de Guanina (G) en esta
posicion, se denomina TNFB1 y ha sido relacionada con una mayor sintesis de LTA,
mientras que la variante alélica con Adenina (A) se denomina TNFB2 y se ha

relacionado con mayor sintesis de TNF alfa.(36,37)

Se ha reportado otro polimorfismo tipo SNP en este gen, pero en la posicion
+80; este SNP ha sido relacionado con sepsis (36), infarto agudo al miocardio,
asma, cancer, malaria y enfermedades autoinmunes, mas no se ha asociado con

enfermedades metabdlicas.(38)

Se ha sugerido también que el polimorfismo de LTA +252 A/G puede estar
involucrado en el desarrollo de alteraciones metabdlicas, como el incremento de
glucemia de ayuno y alteraciones de pardmetros lipidicos (31), por lo que es

necesario conocer su asociacion con Rl en sujetos con HFDT2.

POLIMORFISMO DE LINFOTOXINA ALFA +252 A/G Y DIFERENTES ENFERMEDADES

Un estudio realizado en poblacion caucasica y afroamericana, en el cual
participaron 854 pacientes con sepsis severa pareados con sujetos sin infeccion con
similar edad, sexo y raza, report6 que el alelo LTA +252G se asocié con una mayor
ocurrencia de sepsis y su mortalidad, ademas de que ésta predisposicion podria ser
modulada por el sexo y la edad, ya que se presentd principalmente en hombres

mayores de 60 afios.(39)

Un estudio llevado a cabo en poblacion escandinava que incluyoé a 527
pacientes con sindrome de Sjogren y 532 sujetos sanos, reportdé que el SNP LTA

+252, variante alélica G, es un fuerte indicador para desarrollar este sindrome.(40)

Por otro lado, se realiz6 un meta-analisis sobre la asociacion del polimorfismo

de LTA +252 A/G con lupus eritematoso sistémico (LES) y artritis reumatoide. Los
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autores recolectaron 19 estudios, de los cuales hubo 13 sobre LES con 1346
pacientes con la enfermedad y 1951 controles y 6 estudios sobre artritis reumatoide
con 1079 pacientes y 1057 controles. Solo se reporté una asociacion de la variante
alélica A del SNP de LTA +252 y LES en la poblacién asiatica. En los estudios de

artritis reumatoide no se encontré asociacion significativa.(41)

Un meta-analisis realizado con 13 trabajos, con un total de 1396 pacientes
con sarcoidosis y 2344 pacientes aparentemente sanos, encontré una asociacion
entre el alelo LTA +252G y la enfermedad en poblacion europea en comparacion

con poblacion asiatica.(42)

Un estudio realizado en poblacion adulta china compard una muestra de 292
pacientes con asma y 292 sujetos aparentemente sanos. Aunque no se encontré
asociacion del SPN de LTA +252 A/G con el riesgo de padecer asma de forma
general, en la estratificacion que se realiz6, el grupo de pacientes asmaticos con

atopia resulté asociado con el genotipo AG.(43)

Un meta-analisis que incluyé a 36 publicaciones que involucraron a 35 677
sujetos participantes, de los cuales 13 817 fueron sujetos con cancer y 21 860
fueron sujetos aparentemente sanos, encontré una asociacion entre el alelo LTA
+252G vy el riesgo de desarrollar cancer, especificamente entre la presencia del
polimorfismo y el adenocarcinoma; asi como para desarrollar malignidad
hematoldgica. En cuanto al riesgo de padecer cancer, de acuerdo a la poblacién
estudiada, se encontré mayor susceptibilidad genética en las poblaciones asiaticas,
europeas Yy norteamericanas, en comparacion con las australianas y

sudamericanas.(44)

Un estudio realizado en poblacién hungara ha sugerido que la variante alélica
G del SNP de LTA +252 es un factor de riesgo para el desarrollo de ataques
isquémicos de los grandes vasos y del corazdn. Se estudiaron a 353 pacientes con

ataque isquémico y a 180 pacientes aparentemente sanos.(45)
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1.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

POLIMORFISMO DE LINFOTOXINA ALFA +252 A/G Y ALTERACIONES METABOLICAS
Hasta nuestro conocimiento, solo se ha reportado un estudio sobre la
asociacion del SNP del gen de LTA +252 A/G con RI (46) y ningun estudio ha

evaluado esta asociacion en sujetos con HFDT2.

El estudio mencionado se llevd a cabo en una poblacion japonesa integrada
por 211 hombres aparentemente sanos. La frecuencia del alelo LTA +252G en esta
poblacién fue de 0.41; la RI se determind mediante el indice HOMA-IR. Los autores
concluyeron que este alelo no se asocia con RI, sino con menor predisposicion a
ésta.(46)

Asimismo, existe evidencia de la asociacion del SNP del gen de LTA +252
A/G con alteraciones metabdlicas. Un estudio realizado en 113 sujetos caucésicos
aparentemente sanos, a los cuales se les realizé una prueba de tolerancia oral a la
glucosa (PTOG), fueron clasificados en sujetos con tolerancia normal (n=62),
sujetos con intolerancia (n=41) y sujetos con DT2 (n=10). Se report6é una asociacion
del alelo LTA +252G con el incremento de los valores de glucosa en ayuno y c-LDL
en sujetos sanos con tolerancia normal a la glucosa, sugiriendo que este
polimorfismo esta involucrado en la regulacién de la glucosa y la homeostasis
lipidica.(31)

Por otro lado, en poblacién mexicana en el afio 2013, Garcia-Elorriaga y col.
llevaron a cabo un estudio de asociacion del SNP del gen de LTA +252 A/G con
DT2, donde participaron 48 sujetos sanos y 51 sujetos con DT2; sin embargo, no
observaron una asociacion significativa, por lo que los autores sugirieron ampliar el
tamafio de la muestra para poder estudiar la asociacion entre el polimorfismoy DT2,

asi como con RI e inflamacion.(47)

10
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Basados en esta evidencia de la asociacion entre la HFDT2 y la RI en
poblacibn mexicana, con la consecuente elevacion de citocinas proinflamatorias,
esta asociacion podria verse influenciada por la presencia del SNP en la posicion
+252 A/G del gen de LTA (Figura 1).

11
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HISTORIA FAMILIAR
DE DIABETES TIPO 2

Alteraciones de la

. Diabetes Tipo 2 Sindrome Metabdlico
Insulina

lSensibiIidad alk t Niveles de l Secrecién
insulina insulina en ayuno de insulina

2NN
RESISTENCIA A LA
INSULINA
SNP DEL GEN DE
LINFOTOXINA ALFA +252 A/G
- Estado inflamatorio Citocinas
crénico proinflamatorias
- Desérdenes del - TNF alfa
metabolismo lipidico - Linfotoxina alfa

Figura 1. Relacién de la historia familiar de diabetes tipo 2 y la resistencia a la insulina y su posible
asociacion con el SNP de linfotoxina alfa +252 A/G.

TNF: Factor de Necrosis Tumoral. SNP: Polimorfismo de un Solo Nucleétido.
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CAPITULO 2. MARCO METODOLOGICO

2.1 JUSTIFICACION

De acuerdo a la literatura, no se ha reportado a nivel genético que los sujetos
con HFDT2 tengan una susceptibilidad mayor a presentar RI. Esta es un factor de
riesgo para desarrollar enfermedades con bases inflamatorias como obesidad, HTA

y DT2, entre otras.

El estudio sobre la determinacion de la asociacion del polimorfismo de LTA
+252 A/G es importante por diversas razones. La primera es que los resultados
obtenidos aportaran un conocimiento sobre la variabilidad en la poblacién mexicana
para este polimorfismo. La segunda es que se determinara la asociacion entre la Rl
en sujetos con HFDT2 y el polimorfismo de LTA +252 A/G. La tercera es que se
podran tomar acciones especificas de prevencion y/o modificar patrones de

conducta dafinos para la salud.

Por todo lo anterior, es necesario enfatizar en la necesidad de realizar
estudios sobre los factores que puedan potenciar y/o atenuar la aparicion de la RI,
y no sélo eso, sino conocer la probable susceptibilidad genética que cada individuo
posee para desarrollar o no este tipo de patologias y asi poder modificar patrones
de conducta de forma temprana y especifica; lo que traera como consecuencia

menores dafios a la salud publica y una disminucion en los costos.

13
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2.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de la participacion de la variacion genética en la predisposicion de
diversas enfermedades con bases hereditarias ha cobrado nuevas dimensiones en
la era gendmica. Uno de los factores predisponentes mas importantes para padecer
DT2 es la RI, de la cual se tiene evidencia que sugiere un componente hereditario,
aunque no definido aun. En la fisiopatogenia de la Rl se ha descrito la asociacion
de la obesidad con un estado inflamatorio crénico a nivel sistémico que se encuentra
reflejado por la elevacion persistente de diversas citocinas proinflamatorias, las

cuales alteran la via de sefalizacion de la insulina.

Una de las familias de citocinas proinflamatorias mas importantes es la del
TNF, que incluye a la LTA. El gen que codifica a esta proteina se ha identificado de
forma amplia y se ha asociado con diversas enfermedades con bases inflamatorias
e inmunoldgicas. Sin embargo, existen controversias en cuanto al tipo de asociacion
gque se presenta con las diversas enfermedades, debido a que una gran variedad
de estudios poblacionales sefalan que, a pesar de que la citocina tiene funciones
especificas y que su elevacion correlaciona con algunas patologias, sus
polimorfismos genéticos no se relacionan con éstas de manera concluyente.
Ademas, existe evidencia contundente que indica que la variabilidad genética y su

asociacion con alguna patologia dependen del tipo de poblacién estudiada.
Considerando la importancia de la Rl como base para desarrollar DT2 y otro
tipo de enfermedades, y la existencia del SNP +252 A/G en el gen de LTA que puede

modificar su expresion y funcién, el presente estudio aborda la siguiente pregunta:

¢Existe asociacion entre el polimorfismo de LTA +252 A/G con RI en sujetos
con HFDT2?

14
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la asociacion del polimorfismo de LTA +252 A/G con RI en sujetos
con HFDT2.

2.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la Rl en los sujetos de estudio.

2. ldentificar el SNP +252 A/G del gen de LTA en los sujetos de investigacion
mediante PCR especifica de alelo.

3. Establecer el equilibrio Hardy-Weinberg en el grupo de estudio y la poblacion
general.

4. Determinar y comparar las frecuencias genotipicas y alélicas en los grupos
de estudio.

5. Determinar la asociacion del polimorfismo con el estado de RI.

15
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2.4 METODOLOGIA

2.4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se disefid un estudio comparativo, observacional, transversal, prolectivo y

homodémico.

2.4.2 UBICACION ESPACIO TEMPORAL

El estudio se llevo a cabo en la Facultad de Medicina y en el Hospital
Universitario de Puebla (HUP), ambos pertenecientes a la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla (BUAP); y en la Division de Medicina Molecular del Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) del Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) de Guadalajara, Jalisco, México; en el periodo comprendido entre
agosto de 2015 y julio de 2017.

2.4.3 MARCO MUESTRAL

La poblacién de estudio estuvo conformada por el personal académico y

administrativo de la BUAP que eran derechohabientes del HUP.

Se realizdé una invitacion para participar en el estudio a todo el personal
académico y administrativo de las Facultades de Arquitectura, Contaduria e Instituto
de Ciencias Sociales de la BUAP y se seleccionaron a todos aquellos sujetos que

reunieron los criterios de seleccion.

El muestreo es no probabilistico y el tamafio de la muestra es por

conveniencia.
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2.4.4 CRITERIOS DE SELECCION DE LA MUESTRA

CRITERIOS DE INCLUSION
~ Sujetos que aceptaron participar voluntariamente en el estudio y firmaron
el consentimiento informado.
=~ Ambos sexos.
~ Edad de 18 afios o mas.
~ Sujetos con familiares en primer grado de DT2 (madre, padre, hermanos

y/o hijos).

CRITERIOS DE EXCLUSION
~ Mujeres embarazadas o lactando.
~ Sujetos con diagnéstico previo de enfermedad inflamatoria, enfermedad
autoinmune, sepsis, enfermedad cronico degenerativa (excepto
sobrepeso, obesidad, HTA, dislipidemia), cancer, enfermedades

cardiovasculares.

CRITERIOS DE ELIMINACION
~ Sujetos con la caracterizacion clinica, bioquimica, antropométrica y/o
genética incompleta.

~ Sujetos que fueron diagnosticados con DT2 durante el proyecto.

2.4.5 DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

~ Variable independiente: polimorfismo de linfotoxina alfa +252 A/G (Anexo
1, Cuadro 5).

~ Variable dependiente: resistencia a la insulina (Anexo 1, Cuadro 6).

~ Variable de ajuste: sobrepeso/obesidad (Anexo 1, Cuadro 7).

~ Variables demogréficas: edad, sexo (Anexo 1, Cuadro 8).

~ Variables antropométricas: peso, talla, IMC (Anexo 1, Cuadro 9).
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~ Variables bioguimicas: glucosa e insulina de ayuno, PTOG, hemoglobina
glucosilada (HbA1c) (Anexo 1, Cuadro 10).

2.4.6 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

ESTRATEGIA DE TRABAJO

El proyecto se dividié en 4 etapas:

ETAPA 1. IDENTIFICACION DE LA POBLACION, INFORMACION Y FIRMA DEL CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Se imparti6 una platica de sensibilizacion al personal académico y
administrativo de las Facultades de Arquitectura, Contaduria e Instituto de Ciencias
Sociales de la BUAP, en la cual se les explicé de forma detallada, precisa y concisa
en qué consistio el estudio, los objetivos, los beneficios que se esperaban, los
riesgos posibles y se resolvidé cualquier duda o aclaracion que se presento. Los
sujetos que aceptaron voluntariamente participar en el estudio firmaron la Carta de

Consentimiento Informado (Anexo 2).

ETAPA 2. CARACTERIZACION CLINICA Y ANTROPOMETRICA
Caracterizacion clinica. Se realizé una historia clinica (Anexo 3),
mediante la cual se determind la presencia de por lo menos un familiar con
DT2 de primer grado (madre, padre, hermanos y/o hijos).
Caracterizacién antropomeétrica. Se determiné el peso y la talla de cada
sujeto, para posteriormente calcular el IMC mediante la formula:
peso (kg)/ talla? (m)

ETAPA 3. CARACTERIZACION BIOQUIMICA Y CONFORMACION DE LOS GRUPOS

Se determinaron los niveles de glucosa e insulina de ayuno. Ademas, se

establecio la ausencia de diabetes de cada sujeto participante mediante la PTOG y
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hemoglobina glucosilada, segun técnicas y procedimientos del Laboratorio de
Andlisis Clinicos del HUP de la BUAP.

Se determind la presencia de RI mediante el calculo del indice HOMA-IR que
utiliza la siguiente formula:

HOMA-IR= glucemia de ayuno (mg/dL) x insulinemia basal (uU/mL)/405
mediante la calculadora HOMAZ2-IR, para conformar los grupos de estudio, tomando
como punto de corte para considerar Rl > 2.0.

ETAPA 4. DETERMINACION DEL POLIMORFISMO DE LINFOTOXINA ALFA +252 A/G

Con una muestra de sangre extraida a los sujetos de investigacion se realizé
el andlisis genético para determinar el genotipo y los nucleétidos presentes (alelos
A 0 G) en la posicion +252 del gen de LTA. La determinacién de los genotipos se
realizd por reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)
especifica de alelo, segun Perrey y cols. (48), seguida de electroforesis en geles de
poliacrilamida y tinciébn con nitrato de plata. Finalmente, se compararon las

frecuencias genotipicas y alélicas entre los grupos de estudio.

Esta tesis ha sido realizada considerando los principios de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud, el Cédigo de Nuremberg, la Norma
Oficial Mexicana (PROY-NOM-012-SSA3-2007) y la Declaracién de Helsinki,
ajustandose a dichos principios cientificos y éticos (Anexo 4). Asimismo, se anexan
los registros por parte del Comité de Investigacion y Etica de Investigacion en Salud
del HUP (Anexo 5), y por parte del Comité de Investigacion y Etica de la Facultad
de Medicina de la BUAP (Anexo 6). La parte logistica de este trabajo se encuentra

especificada en el Anexo 7.
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DIAGRAMA DE FLUJO

* Identificacion de la poblacion, informacion y firma del

Etapa 1 consentimiento informado.

» Caracterizacion clinica y antropométrica. (Historia clinica / Peso /

Etapa 2 Talla / indice de Masa Corporal)

» Caracterizaciéon bioquimica. (Glucosa e insulina de ayuno /
Prueba de tolerancia oral a la glucosa / Hemoglobina glucosilada)
Etapa 3 * Conformacién de los grupos. (Determinacion de la historia
familiar de diabetes tipo 2 y de la resistencia a la insulina)

» Determinacién del polimorfismo de linfotoxina alfa +252 A/G.
Etapa 4

METODO DE RECOLECCION DE DATOS
HISTORIA CLINICA

Se integré por la ficha de identificacién, antecedentes hereditarios de
diabetes tipo 2, antecedentes personales patolégicos, padecimiento actual y
exploracion fisica que incluyé toma de signos vitales y medidas antropométricas
(Anexo 3).

TECNICAS
CONDICIONES DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO PARA LAS MEDICIONES ANTROPOMETRICAS
Los sujetos de estudio se encontraron descalzos y vistiendo una minima

cantidad de ropa para la obtencion del peso, la tallay el IMC.

CONDICIONES DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO PARA LA OBTENCION DE SANGRE PERIFERICA
Los sujetos de estudio se presentaron a la toma de muestras de sangre con
un ayuno de 8 a 12 horas. Sin haber consumido alcohol al menos 24 horas previas

al estudio y sin haber fumado antes de la realizacion del mismo.
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OBTENCION DE SANGRE PERIFERICA
Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion de la vena media cefalica,
bajo medidas de asepsia estrictas, en cantidad suficiente para las determinaciones
en ayuno de glucosa (Anexo 8), insulina (Anexo 9), PTOG (Anexo 10), hemoglobina
glucosilada (Anexo 11), HOMA2-IR (Anexo 12).
~ Muestra de suero para la evaluacion bioquimica: la toma de sangre se realizo
en tubo seco, se dejo reposar 15-20 minutos y se realizé la extraccion de la
fraccion sérica para realizar las determinaciones bioquimicas.
~ Muestra de sangre total para la extraccion de acido desoxirribonucleico
(ADN): la toma de sangre se realizd6 en tubo con EDTA para la posterior
determinacion del polimorfismo de LTA +252 A/G (Anexo 13).

2.4.7 ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos obtenidos consisti6 de estadistica
descriptiva empleando frecuencias absolutas y porcentajes para las variables

nominales, y media y desviacion estandar para las variables dimensionales.

Se realizaron las pruebas de normalidad para evaluar las distribuciones de
las variables dimensionales mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov; se realizé
la prueba T de Student para las variables con distribucion normal (edad, peso, talla)
y la prueba U de Mann-Whitney para las variables con distribucion no normal (IMC,

glucosa e insulina de ayuno, PTOG, hemoglobina glucosilada).
Se utiliz6 la prueba de chi cuadrado para realizar la comparacion de

frecuencias de las variables categoricas (sexo, frecuencias genotipicas, frecuencias

alélicas, genotipo mayor).
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Por ultimo, se realiz6 una regresion logistica binaria para determinar la
asociacion del polimorfismo con la Rl mediante odds ratio con su respectivo
intervalo de confianza, y se efectud un ajuste con la variable sobrepeso/obesidad.

El analisis estadistico se llevé a cabo con el paguete SPSS version 21. Todas

las pruebas estadisticas se interpretaron con un valor de p significativo <0.05.
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CAPITULO 3. ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 RESULTADOS

De un total de 310 sujetos que aceptaron participar voluntariamente en el
estudio, 144 sujetos (46.5%) reportaron tener HFDT2 en primer grado, de los cuales
96 sujetos (66.6%) cumplieron con los criterios de inclusion. De estos sujetos, 14
(14.6%) fueron diagnosticados con Rl y 82 (85.4%) sin RI, (Figura 2).

Sujetos de estudio
310 (100%)

Con HFDT2
144 (46.5%)

Sujetos que cumplen
criterios

96 (66.6%)

Excluidos/Eliminados
48 (33.4%)

Sin RI ConRI
82 (85.4%) 14 (14.6%)

Figura 2. Reclutamiento y seleccion de sujetos.

HFDT2: Historia Familiar de Diabetes Tipo 2. RI: Resistencia a la Insulina.

La muestra estuvo conformada por 60.4% mujeres y por 39.6% hombres; al
dividir a los sujetos por grupo de estudio no se observaron diferencias significativas

entre estos en las variables de sexo y edad (p >0.05; Cuadro 1).
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Las variables antropométricas (peso e

IMC) mostraron diferencias

significativas entre los grupos de estudio (p <0.01), siendo el grupo de sujetos con

Rl el que presentd un valor promedio de IMC correspondiente a obesidad. Con

respecto a las variables bioquimicas, el grupo de sujetos con RI present6 valores

mayores de glucosa e insulina de ayuno y de PTOG (p <0.01), sin diferencia

significativa en los valores de hemoglobina glucosilada (p >0.05) en comparacion al

grupo de sujetos sin RI (Cuadro 1).

Cuadro 1. Variables demograficas, antropométricas y bioquimicas

Con HFDT2 (n=96)

Sin Rl (n=82)  Con RI (n=14) p
Sexo*

Mujer 51 (53.1%) 7 (7.3%)

Hombre 31 (32.3%) 7 (7.3%) 0.388
Edad (afios)** 46.65 + 10.64  47.29 +10.96 0.837
Peso (kg)** 68.45+12.71 81.73 +11.97 <0.001
Talla (m)** 1.59 + 0.07 1.61 + 0.09 0.493
IMC (kg/m?2)**=* 26.86 + 4.08 31.62 +5.27 0.001
Glucosa en ayuno (mg/dL)*** 93.10 +7.80 105.00 + 8.29 <0.001
Insulina en ayuno (UU/mL)*** 10.74 + 8.27 20.91 +7.59 <0.001
PTOG (mg/dL)*** 105.64 +25.21 138.79 + 37.74 0.002
Hemoglobina glucosilada (%)***  5.70 + 0.31 5.86 + 0.34 0.132

HFDT2: Historia Familiar de Diabetes Tipo 2. RI: Resistencia a la Insulina. IMC: indice de Masa Corporal.

PTOG: Prueba de Tolerancia Oral a la Glucosa.

*Chi cuadrada, los datos se expresan en frecuencias absolutas y porcentajes. **T de Student, los datos se

expresan en media y desviacion estandar. ***U de Mann-Whitney, los datos se expresan en media y

desviacion estandar. Todos los resultados se interpretaron con un valor de p significativo <0.05.

Se realizo la identificacion del SNP +252 A/G del gen de LTA en los sujetos

de investigacion mediante PCR especifica de alelo. En el gel de poliacrilamida de la

figura 3 se muestran ejemplos de las lecturas de los alelos para cada uno de los

sujetos de estudio.
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©

Sujeto 1 Sujeto 2 Sujeto3 Sujeto4 Sujeto5 Sujeto6 Sujeto7 Control Controles e

A/G A/G A/A A/A A/G G/G A/A positivo negativos g
A/A

Figura 3. Gel de poliacrilamida tefiido. Muestra los alelos presentes en cada sujeto de
investigacion. Tamarfio del producto obtenido por PCR para el gen de LTA +252 A/G = 112 pb.
Alelos del gen de TNF -308, resultados no mostrados en este trabajo.

TNF: Factor de Necrosis Tumoral. LTA: Linfotoxina Alfa. pb: pares de bases.

Los resultados de la evaluacion del equilibrio Hardy-Weinberg tanto en la
poblacién general como en la poblacion de estudio se muestran en el cuadro 2,
donde se puede observar que las poblaciones se encontraron en equilibrio.
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Cuadro 2. Equilibrio de Hardy-Weinberg del SNP del gen de linfotoxina alfa

+252 AIG
Poblacion  Frecuencias Poblacion  Frecuencias Chi
General esperadas de Estudio  esperadas cuadrada* p
(n=105) (n=96)

Genotipo

AA 42 (40.0%) 41.3 37 (38.5%) 37.7

AG 47 (44.8%) 48.6 46 (47.9%) 44.4 0.235 0.889

GG 16 (15.2%) 15.1 13 (13.6%) 13.9
Alelo

A 131(62.4%) 131.6 120(62.5%) 120.4

G 79 (37.6%) 78.4 72 (37.5%) 71.6 0.018 0.895

SNP: Polimorfismo de un Solo Nucleétido. *El valor de chi cuadrada calculada debe ser menor al valor de chi
cuadrada tabulada (3.84) para establecer que las poblaciones se encuentran en equilibrio.
Chi cuadrada, los datos se expresan en frecuencias absolutas y porcentajes. Todos los resultados se

interpretaron con un valor de p significativo <0.05.

Se encontrd una prevalencia en los sujetos con HFDT2 con Rl de 14.3% para
el genotipo AA, una prevalencia de 71.4%% para el genotipo AG y una prevalencia
de 14.3% para el genotipo GG. El genotipo que presenté una mayor frecuencia en
los sujetos sin y con RI fue el AG, que es el estado heterocigoto del gen, en un
43.9% y 71.4% respectivamente, no encontrandose una diferencia significativa
entre los grupos de estudio (p >0.05; Cuadro 3). Para las frecuencias alélicas
encontramos una prevalencia en los sujetos con HFDT2 con RI para el alelo A de
50.0% y una prevalencia para el alelo G de 50.0%. Se observd que el alelo
predominante en los sujetos con HFDT2 sin RI fue el A (64.6%); sin embargo, no

hubo diferencia significativa entre los grupos de estudio (p >0.05; Cuadro 3).

Posteriormente, se realiz6 un agrupamiento de genotipos para determinar la
diferencia del genotipo mayor (AA) con respecto de los genotipos heterocigoto (AG)
y menor (GG) (modelo dominante), donde se encontrd una diferencia significativa

entre los sujetos con y sin Rl (p <0.05; Cuadro 3).
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Cuadro 3. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP del gen de linfotoxina

alfa +252 A/G en los grupos de estudio
Con HFDT2 (n=96)

Sin RI (n=82) Con RI (n=14) p
Genotipo
AA 35 (42.7%) 2 (14.3%)
AG 36 (43.9%) 10 (71.4%) 0.111
GG 11 (13.4%) 2 (14.3%)
Alelo
A 106 (64.6%) 14 (50.0%)
0.139
G 58 (35.4%) 14 (50.0%)
Genotipo
AA 35 (42.7%) 2 (14.3%)
0.044
AG+GG 47 (57.3%) 12 (85.7%)

SNP: Polimorfismo de un Solo Nucle6tido. HFDT2: Historia Familiar de Diabetes Tipo 2. RI: Resistencia a la
Insulina.
Chi cuadrada, los datos se expresan en frecuencias absolutas y porcentajes. Todos los resultados se

interpretaron con un valor de p significativo <0.05.

En el cuadro 4 se presentan los resultados del andlisis de asociacién entre el
SNP del gen de LTA +252 A/G con RI, en los sujetos con HFDT2 en primer grado,
donde se puede observar que la asociacion entre Rl y el SNP es significativa cuando
esta presente sobrepeso y obesidad (IMC > 25 kg/m?; p <0.05). El genotipo AA se
utilizé como genotipo de referencia para realizar las comparaciones con respecto

de los genotipos AG y GG, asi como del modelo dominante (AG+GG).
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Cuadro 4. Andlisis de asociacion entre el SNP del gen de linfotoxina alfa +252

A/G con resistencia alainsulina

Con Resistenciaa Odds IC 95% p Odds IC 95%* p*
la Insulina ratio ratio*
Alelo A 0.547 0.244-1.226 0.143 0.478 0.209-1.095 0.081
Alelo G 1.828 0.815-4.096 0.143 2.093 0.914-4.793 0.081
Genotipo AA 0.224 0.047-1.065 0.060 0.205 0.042-0.988 0.048
Genotipo AG 3.194 0.925-11.026 0.066 3.026 0.861-10.638 0.084
Genotipo GG 1.076 0.212-5.469 0.930 1.568 0.279-8.823 0.610
Genotipos AG+GG 4.468 0.939-21.254 0.060 4.888 1.012-23.618 0.048

SNP: Polimorfismo de un Solo Nucleétido. IC: Intervalo de Confianza. *Ajustado a sobrepeso/obesidad (IMC > 25

kg/m?). Regresion Logistica Binaria. Todos los resultados se interpretaron con un valor de p significativo <0.05.
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3.2 DISCUSION

En este estudio se analizo la asociacion del polimorfismo +252 A/G del gen
de LTA con RI en sujetos con HFDT2. De acuerdo a los resultados obtenidos, se
encontré una prevalencia de 46.5% de sujetos con HFDT2 en la poblacion
estudiada, a diferencia de lo reportado por Zamora-Ginez y col. (7) y por Acevedo-
Negrete y col. (49), quienes reportaron una prevalencia de 59% y 55%,
respectivamente; ambos estudios fueron realizados en el estado de Puebla.

La prevalencia de Rl encontrada en los sujetos con HFDT2 en el presente
estudio fue menor (14.6%) en comparacién con la prevalencia de 46.2% reportada
por Acevedo-Negrete y col. (49) en el mismo tipo de poblacion; sin embargo, ellos
determinaron la RI mediante el indice HOMA-IR y en el presente estudio se utilizé
el indice HOMA2-IR. Las ventajas de utilizar HOMA2-IR es que el indice toma en
cuenta las variaciones en la resistencia a la glucosa hepatica y periférica, aumenta
la curva de secrecion de insulina para concentraciones de glucosa en plasma por
encima de 10 mmol/L (180mg/dL) y la contribucién de insulina circulante.(18) Hasta
nuestro conocimiento, no se han realizado estudios que utilicen el HOMA2-IR en

sujetos con HFDT2.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran diferencias significativas
en las variables antropométricas y bioquimicas entre los sujetos sin y con RI,
observandose que estos Ultimos tienen una mayor alteracion metabdlica; esto
puede explicarse debido a que la HFDT2 ha sido sugerida como factor de riesgo
para el desarrollo de DT2 (50-52), para el desarrollo de SM (53) y para el desarrollo
de alteraciones de la insulina.(7,49,53) Especificamente, se ha reportado que existe
una asociacion entre la HFDT2 con la Rl cuando uno de los padres es diabético (OR
1.78, p <0.01), y cuando ambos padres son diabéticos (OR 2.83, p <0.01).(49)

En el presente estudio se encontré una diferencia estadistica significativa

entre los sujetos sin y con RI con respecto al peso, al IMC, los niveles de glucosa e
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insulina de ayuno y PTOG; estos resultados estan en concordancia con los
reportados en la misma entidad federativa por Acevedo-Negrete y col. (49), donde
encontraron diferencias significativas en las mismas variables, ademas de la edad
y la hemoglobina glucosilada, entre los grupos de estudio. Los autores reportaron
que el estado de RI se asocia con la edad (46-65 afios), con el IMC (sobrepeso y
obesidad), con los niveles de glucosa en ayuno (>100 mg/dL), con los triglicéridos
(>150 mg/dL) y con la presencia de HFDT2. Ademas, reportaron que cuando se
asocia el sobrepeso y/u obesidad y la HFDT2, ambos factores incrementan el riesgo

de desarrollar RI.

Por otro lado, un estudio realizado en poblacién china por Deng y col. (53) en
sujetos con HFDT2, reportd que los factores de riesgo que incrementaron los
valores del indice HOMA-IR fueron el IMC, la presion arterial sistélica, los
triglicéridos y la HFDT2, éste ultimo factor esté involucrado en las alteraciones
metabdlicas relacionadas con el metabolismo de la glucosa.

En cuanto al analisis del SNP del gen de LTA +252 A/G, en el presente
estudio se encontr6 una prevalencia del genotipo AA de 14.3%, del genotipo AG de
71.4% y del genotipo GG de 14.3% en los sujetos que tienen HFDT2 con RI; en
contraste con lo reportado por Castro-Martinez y col. (54) en sujetos mexicanos del
estado de Puebla para el SNP de LTA +252 A/G (genotipo AA 40%, genotipo AG
46% y genotipo GG 14%), asi como con lo reportado por Hayakawa y col. (46) en
hombres japoneses aparentemente sanos, donde reportaron una prevalencia del
genotipo AA de 35%, del genotipo AG de 47.9% y del genotipo GG de 17.1%; vy
diferente con lo reportado por Garcia-Elorriaga y col. (47) en sujetos mexicanos con
DT2, (genotipo AA 47%, genotipo AG 43% y genotipo GG 10%), difiriendo ademas
en que el genotipo que se presenta con mayor frecuencia es el AA.

Por otro lado, en el presente estudio se encontré una prevalencia de 50.0%
para el alelo A y una prevalencia de 50.0% para el alelo G en sujetos con HFDT2

con RI. Estos resultados difieren con lo reportado por Mendoza-Carrera y col. (55)
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en sujetos mexicanos de la poblacion general del estado de Puebla, quienes
reportaron una prevalencia de 62.4% para el alelo A y una prevalencia de 37.6%
para el alelo G; esto también concuerda con lo reportado por Castro-Martinez y col.
(54) en sujetos mexicanos del estado de Puebla con 63% de prevalencia para el
alelo Ay 37% de prevalencia para el alelo G; asi como con lo reportado por Garcia-
Elorriaga y col. (47) en sujetos mexicanos con DT2, quienes presentaron una mayor
frecuencia del alelo A (69%) en comparacién con el alelo G (31%), y también con lo
reportado por Hayakawa y col. (46) en sujetos japoneses aparentemente sanos, con

prevalencias de 59% y 41%, para los alelos Ay G, respectivamente.

El andlisis de los genotipos permitié encontrar una asociacion entre la Rl y
los genotipos AG+GG, solo cuando se ajusta por sobrepeso/obesidad (IMC > 25
kg/m?). Por lo tanto, se sugiere que el alelo LTA +252G (AG+GG) se comporta como
un probable factor de riesgo para RI en los sujetos con HFDT2 con
sobrepeso/obesidad.

De manera contrastante con nuestros resultados, en un estudio realizado por
Garcia-Elorriaga y col. (47) se reportd que en poblacion mexicana no existe
asociacion del SNP del gen de LTA +252 A/G con DT2, tampoco encontraron

diferencias significativas con respecto a los genotipos de LTA.

Por otro lado, en un estudio realizado por Hayakawa y col. (46) en poblacion
japonesa se encontré que los valores del indice HOMA-IR eran significativamente
menores en los sujetos homocigotos GG con respecto a los sujetos que portaban el
homocigoto AA, concluyendo que la presencia del SNP de LTA +252 A/G disminuye
la Rl en esa poblacion.

Para explicar el papel que juega la LTA en el desarrollo de la RI se han

descrito varias teorias.
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1. Se sabe que el TNF-alfa juega un rol importante en la Rl y que por lo tanto, el
SNP de LTA quiza influya en el estado de RI, modulando la secreciéon de TNF-
alfa, debido a la cercania de la localizacién genémica de ambos genes.(27,56)

2. Un estudio realizado en ratas sugiere que la LTA puede estar bajo el control del
promotor de insulina, permitiendo la expresién genética en las células de los
islotes de Langerhans que induce signos tempranos de insulitis con acumulacion
de linfocitos, produciendo asi alteraciones en la sintesis de la insulina.(27)

3. Otrateoria demuestra que la LTA induce ICAM en células endoteliales asi como
VCAM, ademas de que puede contribuir con la inflamacion por la induccion de
otras citocinas proinflamatorias y favorecer la expresién de RANTES.(30)

4. Finalmente, se ha descrito que la LTA puede inducir la activacion de factores de
transcripcion proinflamatorios de una manera monofasica en vez de bifasica,
como lo hace el TNF alfa; inhibiendo a los IKK para permitir la migracion de los
factores de transcripcién proinflamatorios desde al citosol al nucleo celular y
fosforilando al IRS1 que inhibe la transduccion de la sefial insulinica, haciendo
gue las células capten menor cantidad de glucosa, produciendo de esta forma

alteraciones de la glucosa y la insulina.(57)

Hasta nuestro conocimiento, no existen estudios que nos permitan conocer
si el SNP de LTA +252 A/G aumenta o disminuye la sintesis de su proteina, por lo

gue seria necesario continuar con esta linea de investigacion.

Este estudio tiene algunas limitaciones. Primera, en el estudio participé una
poblacién cerrada. Segunda, variables tales como tipo de dieta, actividad fisica y
factores socioecondmicos no se incluyeron en el estudio. Tercera, el tamafio de
muestra, por ser una poblacion cerrada, no pudo ser mayor, por lo que se sugiere

continuar este estudio ampliando el tamafo de la muestra.
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3.3 CONCLUSIONES

La prevalencia de la HFDT2 en la poblacién estudiada fue de 46.5% y en
estos mismos sujetos, la prevalencia de RI fue de 14.6% utilizando el indice
HOMA2-IR.

Las prevalencias de los genotipos del gen de LTA +252 reportadas en este
estudio fueron AA 14.3%, AG 71.4% y GG 14.3% para los sujetos con HFDT2 con
RI; con respecto a las prevalencias alélicas, se encontro el 50.0% para el alelo Ay

el 50.0% para el alelo G, en los sujetos con HFDT2 con RI.

Se encontrd una asociacion entre Rl y los genotipos AG+GG, s6lo cuando se
ajusta por sobrepeso/obesidad (IMC > 25 kg/m?).

Se sugiere que el alelo LTA +252G (AG+GG) se comporta como un probable
factor de riesgo para RI en los sujetos con HFDT2 con sobrepeso/obesidad; por lo
que con la tipificacién genética del gen de LTA +252 podemos detectar a sujetos en
riesgo de desarrollar Rl y disefiar estrategias tempranas de prevencién de manera

individual.
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3.4 PERSPECTIVAS

El presente trabajo de tesis, como parte de la linea de trabajo de
enfermedades metabdlicas y del protocolo de investigacion titulado: “Asesoramiento
para disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades crénico degenerativas en
personal académico y administrativo de la BUAP”, de la Facultad de Medicina de la

BUAP, podria continuar abordando en perspectiva los siguientes puntos:

1. Incrementar el tamafio de la muestra del estudio en la misma entidad
federativa, e incluso, en otros estados de la Republica Mexicana para poder
establecer el comportamiento del SNP del gen de LTA +252 y su relacion con
Rl y otras enfermedades relacionadas.

2. Evaluar la sintesis de LTA y reportar si la presencia del SNP +252 del gen
aumenta o disminuye su sintesis.

3. Evaluar a la misma poblacion muestreada, con otra distribucion de grupos,
como lo seria determinar la asociacién y las caracteristicas de los sujetos con
HFDT2 pero de acuerdo al genotipo.

4. Establecer un estudio longitudinal con la misma poblacion muestreada, para
determinar la progresion hacia Rl en los individuos que posean el
polimorfismo indicado para riesgo.
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ANEXOS

ANEXO 1. DEFINICION DE LAS VARIABLES Y ESCALAS DE MEDICION

Cuadro 5. Variable independiente

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INSTRUMENTO TIPO DE UNIDADES
INDEPENDIENTE | CONCEPTUAL | OPERACIONAL DE MEDICION VARIABLE / | DE ESCALA
ESCALA DE
MEDICION
Polimorfismo Variacidon en la | Secuencia Reaccidn en | Cualitativa A/G
de linfotoxina | secuencia del | caracteristica cadena de la| dicotémica
alfa gen de la | de nucledtidos | polimerasa
+252 A/G linfotoxina alfa | dentro de una | especifica de
que influye en | molécula de | alelo.
el mecanismo | ADN.
de regulacién
de la expresidn
de dicha
citocina.
Cuadro 6. Variable dependiente
VARIABLE DEFINICION DEFINICION INSTRUMENTO TIPO DE UNIDADES
DEPENDIENTE CONCEPTUAL | OPERACIONAL DE MEDICION VARIABLE / | DE ESCALA
ESCALA DE
MEDICION
Resistencia a la | Alteracion Relacién de la | HOMA-IR: Cualitativa Si/ No
insulina genética o | glucemia y la mﬁﬂ@%ﬁfﬁﬁm@ dicotémica
adquirida de la | insulinemia en | pediante la
respuesta ayunas, con un | -5iculadora
tisular d la | indice HOMA2- HOMAZ2-IR.
accion de la | IR>2.0.

insulina.
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Cuadro 7. Variable de ajuste

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INSTRUMENTO TIPO DE UNIDADES
DE AJUSTE CONCEPTUAL | OPERACIONAL | DE MEDICION VARIABLE / | DE ESCALA
ESCALA DE
MEDICION
Sobrepeso / | Aumento del | Relacién entre | indice de masa | Cualitativa Si/ No
Obesidad peso corporal | el peso y la | corporal: dicotédmica
por encima de | talla del peso (kg)
un patrén | individuo igual tallaZ (m)
dado en | o superior a 25
relacién con la | kg/m?2.
talla.
Cuadro 8. Variables demograficas
VARIABLES DEFINICION DEFINICION INSTRUMENTO TIPO DE UNIDADES
DEMOGRAFICAS | CONCEPTUAL | OPERACIONAL | DE MEDICION VARIABLE / | DE ESCALA
ESCALA DE
MEDICION
Edad Tiempo que | Ahos de vida | Expediente Cuantitativa Anos
una persona ha | cumplidos al | clinico: ficha de discreta
vivido desde su | momento de la | identificacién.
nacimiento. realizacion de
la historia
clinica.
Sexo Condicion Femenino / | Expediente Cualitativa | Masculino /
organica Masculino. clinico: ficha de | dicotdmica Femenino

masculina o
femenina de
plantas o
animales.

identificacion.
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Cuadro 9. Variables antropométricas

VARIABLES DEFINICION DEFINICION INSTRUMENTO TIPO DE UNIDADES
ANTROPOMETRICAS | cONCEPTUAL | OPERACIONAL | DE MEDICION | VARIABLE / | DE ESCALA
ESCALA DE
MEDICION
Peso Magnitud fisica | Kilogramos de | Bascula Cuantitativa | kilogramos
que expresa la | peso en el | electrdnica continua
cantidad de | momento de la | marca DETECTO
materia  que | entrevista, con | de sensibilidad
contiene un | la cantidad | 0.1 kg.
cuerpo. minima de
ropa, después
de evacuar y
miccionar.
Talla (estatura) | Estatura o | Metros de | Cinta Cuantitativa metros
altura de las | altura en el | antropométrica continua
personas momento de la | marca SECA de
desde los pies | entrevista, con | fibra de vidrio
hasta la | el individuo de | con precision de
cabeza. pie, descalzo, | 0.1 cm.
con la mirada
en el horizonte
y en
inspiracion.
Indice de Masa | Razdn Relacién entre | indice de masa | Cuantitativa kg/m?
Corporal matematica el peso en kg y | corporal: continua
que asocia el|la talla al peso (kg)
peso y la talla | cuadrado en m talla? (m)

de unindividuo

y que los
clasifica en
bajo peso,
normopeso,
sobrepeso y
obesidad.

del individuo.

46




Herndndez-Pefia, R. 2017. Asoc SNP LTA+252A/G con Rl en HFDT2

Cuadro 10. Variables bioquimicas

VARIABLES DEFINICION DEFINICION INSTRUMENTO TIPO DE UNIDADES
BIOQUIMICAS CONCEPTUAL | OPERACIONAL | DE MEDICION | VARIABLE / | DE ESCALA
ESCALA DE
MEDICION
Glucosa de | Monosacarido | Cantidad de | VITROS Cuantitativa mg/dL
ayuno con férmula | glucemia  en | Chemestry GLU | continua
molecular ayuno medida | Slide.
CsH120e6. en mg/dL.
Insulina de | Hormona Cantidad de | IMMULITE / | Cuantitativa uu/mL
ayuno polipeptidica insulinemia en | IMMULITE 1000 | continua
producida vy | ayuno medida | Insulin Assay.
secretada por | en pU/mL.
las células beta
del pancreas.
Prueba de | Prueba médica | Cantidad  de | VITROS Cuantitativa mg/dL
tolerancia oral a | que determina | glucemia Chemestry GLU | continua
la glucosa la glucosa | medida en | Slide.
plasmatica mg/dL después

posterior a una
carga oral de
glucosa.

de una carga
oral con 75 g
de glucosa a las
2 horas de una

medicion
basal.
Hemoglobina Proteina de la | Cantidad de | Test inmuno- | Cuantitativa %
glucosilada sangre que | glucemia turbidimétrico continua
resulta de la | media medida | de Gernon.
union de la|en % de los
hemoglobina ultimos 3

con glucidos a
cadenas
carbonadas
con funciones
acidas.

meses previos
alatomadela
muestra.
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ANEXO 2. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

OBJETIVO GENERAL:

Determinar si el asesoramiento preventivo (médico, nutricional, de actividad

fisica y de higiene oral) dentro del centro de trabajo disminuyen el riesgo a
desarrollar enfermedades cronico degenerativas (diabetes tipo 2 y enfermedad

cardiovascular) en personal académico y administrativo de la BUAP.

PARTICIPACION:
Se me ha explicado que mi participacion, para poder evaluar mi estado

nutricional, de actividad fisica, higiene oral y determinar si poseo algun factor de
riesgo para enfermedades crénico degenerativas, implicara el responder a varias
encuestas, seré sometido a toma de signos vitales, mediciones antropométricas,
toma de electrocardiograma, prueba de esfuerzo, revisién bucal asi como a la toma
de muestra sanguinea para lo cual me presentaré en tiempo y forma a todas las
citas establecidas y en las condiciones indicadas para cada procedimiento. Que
para el asesoramiento nutricio y/o de actividad fisica y/o de higiene oral, acudiré
puntualmente a todas y cada una de las platicas individuales o grupales y seguiré
las indicaciones de dichas platicas. Ademas de lo anterior, estoy consciente de que
una cantidad de las muestras de suero, plasma y saliva que me seran tomadas se
almacenaran en congelaciéon para su uso futuro y determinacion de algin metabolito
importante o sus genes.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos,
inconvenientes, molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio,
gue son los siguientes: el tiempo necesario para ser sometido a las mediciones
antropometricas, electrocardiograma, para puncion de vena de brazo para la toma
de muestra sanguinea, toma de muestra de saliva y revisién de estado de salud
dental.

Me comprometo a contestar con veracidad todas y cada una de las preguntas

relacionadas con el protocolo de investigacion.
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Entiendo que de no concluir el protocolo, o de establecerse algun criterio de
eliminacion durante mi participacion, seré eliminado del protocolo. El coordinador
del proyecto me ha explicado que de existir algun criterio de eliminacién, que ponga
en peligro mi salud, se me dara a conocer, de manera verbal, individual y en total
confidencialidad; se me explicarda la posible causa y se me orientara para la
busqueda de ayuda profesional. Con lo cual se dara por finalizada mi relacién con
el proyecto de investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier
momento en que lo considere conveniente, sin que ello afecte mi estancia en la
facultad. El coordinador del proyecto me ha dado seguridades de que no se me
identificard en las presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de
que los datos relacionados con mi privacidad serdn manejados en forma
confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la informacién
actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme

cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

CONFIDENCIALIDAD

Se garantiza a los encuestados la confidencialidad de la informacion que

proporcionen; que los datos obtenidos de ellos, no podran comunicarse, en ninguin
caso en forma nominativa o individualizada, pudiendo ser divulgados de esta
manera en eventos cientificos y en publicaciones.

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el

presente documento.

CONSENTIMIENTO
Yo, )

he leido y comprendido la informacion anterior y mis preguntas han sido

respondidas de manera satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos
obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.
Convengo en participar en este estudio de investigaciéon. Recibiré una copia firmada

y fechada de esta forma de consentimiento.
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Nombre y Firma del participante Nombre y Firma del testigo

He explicado al sujeto de investigacion la naturaleza y los propésitos de la
investigacion, asi como los riesgos y beneficios que implica su participacion. He
contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Acepto que he leido y conozco la normatividad correspondiente para

realizar la presente investigacion y me apego a ella.

Irma del Carmen Zamora Ginez
Investigador responsable
Teléfono: 2224142265
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ANEXO 3. FORMATO DE CAPTURA DE DATOS

HISTORIA CLINICA

1. FICHA DE IDENTIFICACION

NOMBRE:
FECHA:
NO. DE FOLIO:

FECHA DE NACIMIENTO:

EDAD:
SEXO:
TELEFONO FIJO:
TELEFONO MOVIL:
E-MAIL:

ESTADO CIVIL:

2. ANTECEDENTES HEREDO-FAMILIARES

Padecimiento

Mamé Papa | Hermanos | Hijos Otros

Diabetes Tipo 2

3. SIGNOS DE RESISTENCIA A LA INSULINA

HOMBRES Y MUJERES

Acné () Hirsutismo( ) Alopecia( ) Acantosis nigricans ( )
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4. ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

Patologias SI/NO | Eliminacion (Si/No)

Hipertension arterial

Diabetes

Cancer
IAM

EVC
Obesidad

Resistencia a la insulina

Artritis

Prediabetes

Dislipidemia

Enfermedad autoinmune

Otras

5. PADECIMIENTO ACTUAL

6. EXPLORACION FiSICA

FC: Ipm  Peso: kg
FR: rom Talla: m
TA: mmHg IMC: kg/m?
Temp.: °C
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ANEXO 4. ASPECTOS ETICOS

Este proyecto fue revisado y autorizado por parte del Comité de Investigacion
y Etica de Investigacion en Salud del Hospital Universitario de Puebla, con nimero
de registro institucional CIEHUP 2016/008. Ademas se obtuvo la constancia de
registro de autorizacion del proyecto de investigacion por parte del Comité de
Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina de la BUAP, con fecha de registro
de 20/mayo/2016; libro 2; hoja 22; no. de registro 411.

Esta tesis ha sido realizada considerando los principios de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud, el Cédigo de Nuremberg, la Norma
Oficial Mexicana (PROY-NOM-012-SSA3-2007) y la Declaracién de Helsinki,
ajustandose a dichos principios cientificos y éticos.

Este estudio de investigacién fue redactado conforme a lo establecido
en el Proyecto de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-012-SSA3-2007, que
establece los criterios para la ejecucidén de proyectos de investigacion para la salud
en seres humanos. Se solicitd la autorizacién para la realizacion del proyecto de
investigacion. En cuanto al sujeto de estudio, se garantizé su seguridad fisica y

juridica, la informacion se clasific6 como confidencial.

De acuerdo al articulo 3 de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud se contribuy6 al conocimiento de los vinculos entre la
enfermedad y el polimorfismo, y al estudio de las técnicas y métodos que se
emplearon para la realizacién del mismo. Acorde al articulo 13 de esta misma ley,
prevalecio el criterio del respeto a la dignidad y la proteccion de los derechos y
bienestar de los sujetos de estudio. Con respecto al articulo 14 se cont6é con el
consentimiento informado y por escrito del sujeto de investigacion, el estudio se
llevo a cabo por profesionales de la salud con conocimiento y experiencia, bajo la
responsabilidad del Hospital Universitario de la BUAP que garantiz6 el bienestar del

sujeto de investigacion; la investigacion se llevo a cabo previa autorizacion de dicho
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protocolo. Conforme al articulo 16 se protegi6 la privacidad del individuo sujeto de
investigacion, asi como la confidencialidad de los datos proporcionados.
Establecido por el articulo 17 esta investigacion se clasifica como de riesgo
minimo. De acuerdo al articulo 18 el sujeto de investigacion tuvo el derecho de
suspender su participacion si asi lo deseaba. Conforme al articulo 19 se otorgo
atencién médica al sujeto que sufrié algun dafio si se relaciono directamente con la
investigacion, sin perjuicio de la indemnizacion que legalmente correspondio.
Acorde al articulo 20, el sujeto de investigacion autorizé su participacion en el
estudio con pleno conocimiento de la naturaleza de los procedimientos y riesgos a
los que se sometid, con la capacidad de libre eleccion y sin coaccién alguna. Con
respecto al articulo 21, el sujeto de investigacion tuvo la garantia de recibir
respuesta a cualquier pregunta y aclaraciéon a cualquier duda acerca de los
procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la
investigacion; asi mismo, tuvo la libertad de retirar su consentimiento en cualquier

momento y dejar de participar en el estudio si asi lo deseo.

El proyecto de investigacion también fue redactado conforme a los
principios de la declaracion de Helsinki, los resultados se publicaran tal y como lo
marca esta declaracion; asi como también se basa en los principios béasicos a fin de
satisfacer los requisitos de la moral, la ética y el derecho que establece el Cadigo

de Nuremberg.
Este estudio de investigacion tom6 en cuenta los principios de

beneficencia, no maleficencia y justicia; se procuré que los resultados de la

investigacion fueran validos y benéficos para la sociedad.
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ANEXO 5. REGISTRO DEL COMITE DE ETICA E INVESTIGACION DEL HOSPITAL

UNIVERSITARIO DE PUEBLA

BUAP

“60 Aniversario de la Autonomia Universitaria”

COMITE DE ETICA E INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DE PUEBLA

H. Puebla de Z., Pue., 03 de mayo de 2016

D.C. Blanca Guadalupe Baez Duarte
Irma del Carmen Zamora Ginez
PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con titulo Asociacién
del polimorfismo de linfotoxina a +252 G/A con resistencia a la insulina en sujetos con
historia familiar de diabetes tipo 2 que fue sometido a evaluacion de este Comité de
Investigacidn y Etica de Investigacion en Salud, de acuerdo con las recomendaciones de sus
integrantes y de los revisores, cumple con la calidad metodoldgica y los requerimientos de
ética y de investigacion, por lo que el dictamen es AUTORIZADO, con el nimero de registro
institucional:

No. de Registro

CEIHUP 2016/008

Dr. Arcdega Dominguez

i6n en Salud - p.s.c.

Caballero Lépez,

ANOS DE
AUTONOMIA
UNIVERSITARIA
Hospital 25 poniente 1301, Col. Volcanes,
Universitario Puebla, Pue. C.P. 72410
de Puebla 01 (222) 229 55 00 Ext. 6200 y 6162
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ANEXO 6. REGISTRO DEL COMITE DE INVESTIGACION Y ETICA DE LA FACULTAD DE

MEDICINA DE LA BUAP

Oficio No SIEP / C.1. / 069/2016
Asunto: Constancia de Registro

D.C. IRMA DEL CARMEN ZAMORA GINEZ
D.C. BLANCA GUADALUPE BAEZ DUARTE
D.C. FRANCISCO MENDOZA CARRERA
RUBICELI HERNANDEZ PENA
PRESENTES:

El Comité de Investigacion de la Facultad de Medicina de la B.U.A.P., a través de la Secretaria de
Investigacion y Estudios de Posgrado hace CO NS T AR que el Proyecto de Investigacion presentado
en autoria Colectiva por:

D.C. IRMA DEL CARMEN ZAMORA GINEZ
D.C. BLANCA GUADALUPE BAEZ DUARTE
D.C. FRANCISCO MENDOZA CARRERA
RUBICELI HERNANDEZ PENA

VVVY

Titulado:

«

hi

ria familiar de Diabetes tipo2”
Ha sido registrado en esta Secretaria con los siguientes datos:

Fecha de registro: 20 de mayo de 2016.
Numero de Libro: 2

Numero de Hoja: 22

Numero de Registro: 411

ATENTAMENTE
“PENSAR BIEN, PARA VIVIR MEJOR”
H. Puebla de Z., a 20 de mayo de 2016.

-JAIME
PRESIDENJE DEL COMITE DE INVESTIGACION

SECRETARIADEL COMITE DE INVESTIGACION

c.c.p. archivo
c.c.p. minutario
M’MCG*seaf

intheaas

Facultad
de Medicina

13 Sur 2702, Col. Volcanes,
Puebla, Pue. C.P. 72410
01 (222) 229 55 00

Ext. 6047 y 6048
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ANEXO 7. LOGISTICA

RECURSOS HUMANOS
~ Directores de tesis
- D.C. Irma Zamora Ginez, Facultad de Medicina BUAP.
- D.C. Blanca Baez Duarte, Facultad de Medicina BUAP.
- D.C. Francisco Mendoza Carrera, Division de Medicina Molecular del
CIBO-IMSS de Guadalajara, Jalisco, México.
~ Alumna de la Maestria en Ciencias Médicas e Investigacion de la Facultad
de Medicina de la BUAP, Rubiceli Hernandez Pefa.
~ Colaboradores
Dr. Rosendo Briones Rojas, Director del HUP; Dr. Arturo Arcega Dominguez,
Coordinador de Investigacion del HUP; M.C. Maria Susana Pérez Fernandez,
Jefa del Laboratorio de Analisis Clinicos del HUP; Q.F.B. Julia Gonzélez
Ortega; Q.F.B. Gisela Ariza Gallardo; asi como al personal que labora en el

Laboratorio de Analisis Clinicos del HUP, todos pertenecientes a la BUAP.

RECURSOS FINANCIEROS Y MATERIALES

Se contd con los recursos financieros, materiales y de infraestructura de las
facultades participantes (Medicina, Contaduria, Arquitectura, Ciencias Sociales), del
HUP de la BUAP y de la Divisibn de Medicina Molecular del CIBO-IMSS de
Guadalajara, que fueron aportados a través del protocolo de investigacion titulado:
“Asesoramiento para disminuir el riesgo de desarrollar enfermedades crénico
degenerativas en personal académico y administrativo de la BUAP”, con numero de
registro 342 en la Facultad de Medicina de la BUAP. Ademas de recursos otorgados
por la Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado (VIEP) de la BUAP. La
estudiante cont6 con beca CONACyYT No. 581730.
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ANEXO 8. DETERMINACION DE GLUCOSA SANGUINEA

La concentracion de glucosa fue cuantificada a través de VITROS Chemestry
Products GLU Slides, que mide cuantitativamente la concentracién de glucosa en
suero, plasma, orina y liquido cefalorraquideo. El VITROS Chemestry GLU Slide es

un elemento analitico multicapa revestido con un soporte de poliéster.

Una gota de la muestra sanguinea del sujeto de estudio se deposita en la
corredera y se distribuye uniformemente por la capa de dispersion a las capas
subyacentes. La oxidacion de la muestra de glucosa es catalizada por la glucosa
oxidasa para formar peréxido de hidrégeno y gluconato. Esta reaccion es seguida
de un acoplamiento oxidativo catalizado por la peroxidasa en presencia de
precursores de colorantes para producir un colorante. La intensidad de éste se mide
por la luz reflejada.

~ Rango analitico: 20 — 625 mg/dL.
=~ Volumen de la muestra: 10 pL.
~ Longitud de onda: 540 nm.

~ Valores esperados: 80 — 105 mg/dL.

58



Herndndez-Pefia, R. 2017. Asoc SNP LTA+252A/G con Rl en HFDT2

ANEXO 9. DETERMINACION DE INSULINA SANGUINEA

La insulinemia de ayuno se determind mediante el método
IMMULITE/IMMULITE 1000 Insulin Assay, que es un ensayo inmunomeétrico con
dos sitios de union quimioluminiscente en fase sélida. Un anticuerpo monoclonal se
aplica sobre la superficie de los pocillos de microtitulacion y otro anticuerpo
monoclonal marcado con peroxidasa de rabano picante se usa como trazador. Las
moléculas de insulina en la solucién estandar o suero forman un “sandwich” entre
los dos anticuerpos. Después de la formacion del complejo anticuerpo-antigeno-
anticuerpo-enzima conjugada, la enzima conjugada-anticuerpo sin consolidar se
elimina por lavado. La actividad de la peroxidasa de rabano unida en los pozos es
analizada con las reacciones de quimioluminiscencia. La unidad de la luz obtenida

de la reaccion es proporcional a la concentracion de insulina de la muestra.
~ Rango analitico: 3 — 29 pU/mL.

~ Volumen de la muestra: 10 L.

~ Valores esperados: <20 pu/mL.
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ANEXO 10. DETERMINACION DE PRUEBA DE TOLERANCIA ORAL A LA GLUCOSA

La concentracion de glucosa fue cuantificada a través de VITROS Chemestry
Products GLU Slides, que mide cuantitativamente la concentracion de glucosa en
suero, plasma, orina y liquido cefalorraquideo. ElI VITROS Chemestry GLU Slide es

un elemento analitico multicapa revestido con un soporte de poliéster.

Una gota de la muestra sanguinea del sujeto de estudio se deposita en la
corredera y se distribuye uniformemente por la capa de dispersion a las capas
subyacentes. La oxidacion de la muestra de glucosa es catalizada por la glucosa
oxidasa para formar peréxido de hidrégeno y gluconato. Esta reaccion es seguida
de un acoplamiento oxidativo catalizado por la peroxidasa en presencia de
precursores de colorantes para producir un colorante. La intensidad de éste se mide
por la luz reflejada.

Dicho procedimiento se llevo a cabo después de dos horas de una carga oral
con 75 g de glucosa. Este método se fundamenta en la respuesta fisiol6gica cuando
se administra glucosa, la cual estimula la liberacién de insulina y por lo tanto la
disminucién de las concentraciones séricas de glucosa por su ingreso a las células.
En condiciones normales, los niveles de glucosa deben volver a las concentraciones

de ayuno después de 2 horas.

~ Rango analitico: 20 — 625 mg/dL.
~ Volumen de la muestra: 10 pL.
~ Longitud de onda: 540 nm.

~ Valores esperados: <140 mg/dL.

60



Herndndez-Pefia, R. 2017. Asoc SNP LTA+252A/G con Rl en HFDT2

ANEXO 11. DETERMINACION DE HEMOGLOBINA GLUCOSILADA

La hemoglobina glucosilada se determin6 mediante el test

inmunoturbidimétrico de Gernon en muestras de sangre entera.

La técnica se fundamenta en que la hemoglobina total y la HbAlc se unen
con la misma afinidad a las particulas de latex del reactivo 1 en sangre hemolizada.
El anticuerpo monoclonal HbAlc antihumano (ratén) se une a la HbAlc ligada a las
particulas de latex. El anticuerpo policlonal IgG anti-ratén (cabra) reacciona con el
anticuerpo monoclonal HbAlc anti-humano, produciéndose una aglutinacion. La
absorcion medida es proporcional a la HbAlc unida a las particulas que, a su vez,

es proporcional al porcentaje de HbAlc en la muestra.

Existe una correlacién lineal entre la HbAlc y las concentraciones medias de
glucosa, de modo que se pueden convertir en valores estimados de concentraciones

medias de glucosa por medio de ecuaciones.

~ Rango analitico: 1 — -%.
~ Volumen de la muestra: 20 pL.
~ Longitud de onda: 660 nm.

~ Valores esperados: <7 %.
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ANEXO 12. EVALUACION DE RESISTENCIA A LA INSULINA

Indice HOMA2-IR. Modelo homeostatico de evaluacion de resistencia a la
insulina. Estima el grado de resistencia a la insulina.

Definicibn operacional: [Glucemia de ayuno (mg/dL) X Insulinemia de ayuno
(LU/mL)] / 405, obtenido con la calculadora HOMAZ2-IR. Rango normal: < 2.0
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ANEXO 13. DETERMINACION DEL POLIMORFISMO DE LINFOTOXINA ALFA +252 A/G

13.1 EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

Esta primera etapa consistié en la extraccion de leucocitos y la extraccion

de ADN de cada una de las muestras de sangre. Se utilizaron detergentes y

solventes organicos para lisar el nacleo de las células y remover las proteinas

adheridas al ADN, seguido por la precipitacion de éste con etanol.

Técnica: Método de Miller y col. Extraccion de leucocitos.(58)

1.

Se extraen 5 mL de sangre completa (con EDTA) y se colocan en un
macrotubo. Se mezclan con buffer de extraccion de leucocitos (NHsHCOs
0.01 My NH4CI 0.144 M) en una proporcion 1:3 volimenes. Se agita y se
refrigera por 20 minutos a 4°C. Se centrifuga a 4°C por 20 minutos a 4000
rpm.

Se decanta el sobrenadante cuidadosamente para no desprender el botén
de leucocitos que se forma en el fondo del tubo. Se realizan lavados con
buffer de extraccion de leucocitos hasta la eliminacion total del detritus
celular. Se transfiere el botdn de leucocitos a un vial de 1.5 mL (almacenar
hasta su uso, puede almacenarse 6 meses 0 mas a -20°C).

Técnica: Método DTAB-CTAB. Extraccion de ADN.(59)

3.

Se agregan 600 pL de buffer de lisis DTAB 8.0% (NaCl 1.5 M, Trisma
base 10 mM, EDTA 50 mM), se revuelve con movimiento manual por
inversion.

Se incuba a 68°C y se agita cada 5 minutos hasta desvanecer el botén de
leucocitos, 20 minutos en total aproximadamente.

Se agregan 900 pL de cloroformo al 100%, se agita vigorosamente
mediante agitador mecéanico durante 5 minutos. Se centrifuga a 10,000
rpm por 10 minutos.

Se recupera la fase acuosa del ADN en 2 viales de 1.5 mL estériles.

Se adiciona a cada vial 150 pL de solucion CTAB (hexadecil-trimetil-
amonio al 5% y NaCl 0.4 M) y 900 pL de agua bidestilada, se agita
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mediante inversion durante 2 minutos y se centrifuga a 10,000 rpm por 10
minutos.

8. Se decanta el sobrenadante y se adicionan 750 pL de etanol frio al 100%
y 150 pL de NaClz 1.2 M y se centrifuga a 10,000 rpm por 10 minutos.

9. Se decanta el sobrenadante y se transfiere el ADN de un vial a otro
(previamente etiguetados) por medio de una pipeta.

10.Se agrega 1 mL de etanol al 70% y se centrifuga a 10,000 rpm por 5
minutos, se decanta el sobrenadante.

11.Se repite el paso 10.

12.Se evapora el etanol colocando los viales en un Thermobloc a 78°C por
40 minutos, tapando los viales con una gasa.

13.Se resuspende el botén de ADN colocando 100-300 pL de buffer TE (Tris
100 mM, EDTA 1 mM) segun sea el tamafio del boton de ADN.

14.Se agita y se incuba a 37°C por 1 dia.

15. Se cuantifica su concentracion y pureza.

16.Finalmente, se almacena un stock a -80°C y se hace una dilucion 50/50

para la utilizacion del ADN, se almacena ésta dilucion a -20°C.

13.2 CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE LA PUREZA DEL ADN (60)

Se debe estimar la pureza del ADN mediante espectofotometria, debido a
gue el ADN se encuentra asociado a proteinas. Se deben utilizar longitudes de
onda de 260 nm y 280 nm, ya que en estas longitudes de onda se obtiene la
méaxima absorbancia del ADN y de las proteinas, respectivamente. De esta
manera, si la relacion de la absorbancia 260nm/280nm es >1.6 puede estimarse
gue la muestra es bastante pura; mientras que si esta relacion es <1.6 indica

contaminacion de la muestra, principalmente por proteinas.

NanoDrop. Funcionamiento y técnica.
Este equipo permite realizar medidas de espectrofotometria en un amplio
rango de longitudes de onda (220-750 nm) con gran exactitud y reproducibilidad,

sin necesidad de emplear cubetas. Tan solo requiere un volumen de muestra de
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1-2 pL. Su funcionamiento se basa en el empleo de un sistema de retencion de
muestra que aprovecha la tension superficial para formar un puente de liquido
entre el pedestal inferior y un pedestal superior. En los espectrofotometros
NanoDrop el pedestal superior es el extremo de una fibra dptica conectada a una
fuente de emision de Xenon. Ambos pedestales definen un preciso y estrecho
paso oOptico cuya longitud varia autométicamente con la concentracion de la
muestra, permitiendo hacer mediciones en un rango muy amplio de
concentraciones sin hacer diluciones. El software asociado al equipo incorpora
una serie de aplicaciones especificas para el tipo de medidas que se desee
realizar (concentracion de &cidos nucleicos a 260 nm y su pureza usando la
relacion 260/280, concentracion de proteinas a 280 nm, etc.). Para medir la
concentracion de una muestra se han de seguir los siguientes pasos:

1. Levantar el pedestal superior.

2. Depositar 1 pL en el pedestal inferior empleando una micropipeta.

3. Cerrar el pedestal superior e iniciar la medida espectral empleando el

software asociado al equipo.

4. Tomar la lectura que se muestra en la pantalla de la computadora.

13.3 DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DEL ADN (61)

El andlisis de los productos de la extraccién del ADN se realiza mediante
electroforesis en geles de agarosa al 0.8% tefiidos con SYBR GreenVR,

La agarosa es un polisacéarido altamente purificado derivado del agar. Se
utiliza para separar macromoléculas tales como &acidos nucleicos y grandes
complejos proteicos. Tienen un menor poder de resolucién que la poliacrilamida
pero una gran rango de separacion, tal que pueden ser separadas moléculas de
ADN desde 100 pb hasta aproximadamente 50.000 pb (variando las
concentraciones de agarosa). El tamafio del poro del gel puede ser
predeterminado ajustando su concentracion en el gel; entonces a mayor

concentracion menor tamafio de poro.
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Técnica.

1. Se prepara el gel de agarosa al 0.8% (se adicionan 100 mL de buffer TE
a 0.8 g de agarosa, se tapa y calienta hasta que hierva; dejar enfriar).

2. Se adicionan 1.5 L de colorante SYBR Green (Invitrogen).

3. Previamente se colocan los vidrios con sus separadores en la camara
para gelificar, se agrega la solucion de agarosa al 0.8% y por ultimo se
coloca el peine y se deja que el gel polimerice, aproximadamente 30
minutos.

4. Una vez que el gel ha polimerizado se retira el peine.

5. Se coloca el gel en la cAmara de electroforesis y se agrega buffer TBE1x
(Buffer Tris-base 242 g, Borato, EDTA 100 mL), procurando cubrir bien la
superficie del gel.

6. Se prepara una mezcla de 5 pL de ADN y 2 pL de jugo azul (azul de
bromofenol 0.25%, glicerol 30%, xilencianol 0.25%).

7. Se agrega 7 pL de la mezcla anterior a cada pozo, asi como 4 pL de
marcador de peso molecular.

8. Se conectan los cables a la fuente de poder y se corre a 80 volts por 45
minutos aproximadamente.

9. Finalmente, se visualizan los fragmentos de ADN sobre una cadmara de

luz ultravioleta.

13.4 AMPLIFICACION DE REGIONES GENICAS ESPECIFICAS MEDIANTE PCR (48,62)

La metodologia para genotipificar el polimorfismo de LTA +252 A/G se
llevo a cabo mediante PCR especifica de alelo. La PCR es un método de sintesis
in vitro de acidos nucleicos, por medio de la cual un segmento de ADN o acido
ribonucleico (ARN) especifico, es amplificado. Esta metodologia involucra
iniciadores que flanquean el fragmento de ADN por ser amplificado, asi como los
ciclos repetidos de desnaturalizacion para separar la doble hebra de ADN,
seguido del alineamiento o apareamiento de los iniciadores a sus secuencias
complementarias en las hebras de ADN blanco, y la extensién o polimerizacion

de los iniciadores alineados mediante la ADN polimerasa termoestable en
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direccidon 5’ — 3’, lo que permite el analisis de secuencias cortas de cantidades
muy pequefias de ADN o ARN. De esta forma se amplificé un fragmento de la
region promotora del gen de LTA.

La secuencia del promotor de la proteina LTA se tomé del banco de
promotores. Para la amplificacion del segmento deseado se disefiaron
iniciadores con el programa FastPCR. Las condiciones y secuencias de los

primers son las siguientes:

Linfotoxina alfa Intr6n 1+252  Primer genérico (antisentido) 5’-agatcgacagagaaggggaca-3’

Linfotoxina alfa Intron 1+252  Primer G (sentido) 5'-cattctctgtttctgccatgg-3’ (alelo linfotoxina alfa 1)

Linfotoxina alfa Intron 1+252  Primer A (sentido) 5’-cattctctgtttctgccatga-3’ (alelo linfotoxina alfa 2)
Tamafio del producto obtenido por PCR= 112 pb

Los requerimientos para preparar la mezcla de reaccion para cada tubo
de muestra por separado es la que se presenta en el siguiente cuadro:

Cuadro 11. Concentraciones de reactivos para linfotoxina alfa +252 A/G

para su amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa

Reactivo Concentracion
Solucién amortiguadora 10X 1.0X
MgClz 1.5mM
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 200.0 mM
Oligos HGH (sentido y antisentido) 0.1 uM
Oligos especificos (sentido y antisentido) 0.7 uM
Tag ADN polimerasa 0.1 U/uL
ADN molde 100.0 ng/10 pL
Agua bidestilada c.b.p. 10.0 pL

Se amplificé conjuntamente, en cada mezcla de reaccién, un fragmento
conservado del gen de la hormona de crecimiento humana (HGH, por sus siglas
en inglés), como control positivo de reaccion. De esta manera se evita la

asignacion falsa de individuos homocigotos para un determinado polimorfismo.
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Una vez preparada la mezcla de reaccion de cada muestra, se colocan
los tubos en el termociclador (GeneAmp PCR system 9700, Applied Biosystems)

con el siguiente programa:

Cuadro 12. Ciclos de temperatura para la reaccion en cadena de la

polimerasa de linfotoxina alfa +252 A/G

Paso Temperatura (°C) Tiempo
1 95 5 min
2 95 30 seg
3 67 40 seg
4 72 40 seg
5 10 ciclos
6 95 30 seg
7 60 50 seg
8 72 50 seg
9 25 ciclos
10 72 7 min
11 4 °0

13.5 ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR (63)

Los productos de PCR se someten a electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% y se tifien con nitrato de plata al 0.2%. Las bandas con peso
aproximado de 112 pb se cortan y se observan en el gel tefiido.

La electroforesis es una técnica para la separacion de moléculas segun la
movilidad de estas en un campo eléctrico a través de una matriz porosa, la cual
finalmente las separa por tamafos moleculares y carga eléctrica. La técnica
clasica utiliza una tira recubierta de una sustancia porosa impregnada de un
electrolito. Sus extremos se sumergen en dos depdsitos independientes que
contienen ambos al electrolito y estan unidos a los electrodos del generador de
corriente. La muestra se deposita en forma de un pequefio trazo transversal en

la tira. La distancia de migracion se mide en relacion a un marcador interno.
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Técnica.
1. Se agregan 2 pL de jugo azul a cada uno de los tubos con los productos
de PCR.
Se vortexean y se centrifugan a 8000 rpm por 10 segundos.
3. En cada pozo se depositan 6.5 puL de la mezcla anterior y 4 puL de un
marcador para determinar el peso molecular.
4. Se conectan los cables a una fuente de poder y se corre a 180 volts por

45 minutos aproximadamente.

13.6 TINCION CON NITRATO DE PLATA (64)

El uso de nitrato de plata tiene la caracteristica de producir una coloracion
caramelo (café claro) o negro. Este efecto cromatico se ha demostrado que esta
dado por la difraccion de la luz en la plata. La tincién con nitrato de plata tiene
una deteccion de concentraciones muy pequefas que varia entre 2 a 5 ng, sin
embargo, la deteccion con plata es exclusivamente cualitativa y no puede ser
utilizada para cuantificar.

El mecanismo preciso de esta tincidn se basa en la union de los iones de
plata a las cadenas laterales de los aminoacidos (principalmente grupos
carboxilo), que en condiciones adecuadas se reducen a plata metalica, lo que
permite visualizar las proteinas fijadas al gel como bandas o manchas de color
marron.

La tincién con nitrato de plata se desglosa en varias fases:

1. La primera consiste en la fijacibn con solucion fijadora, donde las
proteinas son inmovilizadas en el gel y se remueven compuestos que
podrian causar alguna interferencia, por 10 minutos.

La segunda es la impregnacion con plata, por 5 minutos.

Se sigue de una fase de lavado con agua destilada, por 3 minutos.

La dltima fase es el revelado de la imagen con solucion reveladora, se

agrega formaldehido y se deja el tiempo suficiente hasta que aparezcan

las bandas, una vez que aparecen con la intensidad deseada se debe

retirar de la solucion.
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13.7 IDENTIFICACION ALELICA EN LOS GELES DE POLIACRILAMIDA
Para cada uno de los sujetos de estudio se utilizaron 2 carriles adyacentes
en los geles de poliacrilamida. ElI primer carril correspondié al alelo A y el
segundo al alelo G, del gen de LTA +252. Las bandas con peso aproximado de
112 pb se cortaron y se observaron en el gel tefiido; el tamafio de los productos
obtenidos por PCR fue corroborado con el uso de un marcador de pares de
bases.
Las lecturas se realizaron como se describe a continuacion:
1. Homocigo AA. Cuando se observé una banda en el primer carril y
ninguna en el segundo.
Heterocigoto AG. Cuando se observé una banda en ambos carriles.
3. Homocigoto GG. Cuando se observé una banda en el segundo
carril y ninguna en el primero.
Ademas, se utilizé una muestra de alelos ya conocidos previamente como
control positivo y un control negativo sin ADN, con el fin de corroborar la lectura

correcta de los alelos.
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