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Resumen. La diabetes tipo 2 (DT2) es elevada en Yucatan; 52% de los
afectados presentan falla al tratamiento con sulfonilureas y metformina. Una
posible explicacion es por polimorfismos en los genes IRSI, CAPNIO,
PPARG2, involucrados en la distuncion de la célula f pancreatica y respuesta
baja a la accion de insulina. Se determiné la asociacion de los polimorfismos
Gly972Arg, SNP43 y Prol12Ala con el riesgo a la falla al tratamiento con sulfo-
nilurea y metformina, en pacientes con DT2 de Yucatan, México. Se estudia-
ron ciento treinta y dos pacientes, clasificados con base al control de la hiper-
glucemia con sulfonilureas y metformina, en grupos de respondedores
(HbA1¢<8%) y no respondedores (HbAlc > 8%) al tratamiento. De cada suje-
to, se obtuvieron datos demograficos, antropométricos, clinicos y metabdli-
cos. Los polimorfismos se identificaron mediante el analisis del ADN por
PCR/RFLP y PCR/OAL. Se calcularon las frecuencias genotipicas y alélicas y
el equilibrio de Hardy-Weinberg. Se analizé estadisticamente con X2 y regre-
sion logistica maltiple (Epi-Info 2000 y SPSS version 12). Se observé diferen-
cia significativa (p = 0,027) en el riesgo a la falla al tratamiento 4,69 veces
mayor en sujetos obesos con genotipo AA SNP43, comparado con sujetos con
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genotipo GA: X2 (OR= 4,69, IC: 1,15-20,59) y regresion logistica mdltiple,
p= 0,048, (OR= 3,72, IC: 1,009-13,718). Se identific6 interaccién entre el
genotipo AA y el IMC>27 (p=0,009). Los hallazgos sugieren que el polimor-
fismo SNP43 podria influir en la respuesta al tratamiento con sulfonilureas y
metformina, con expresion dependiente de obesidad.

Effect of the Gly972Arg, SNP43 and Prol2Ala polymorphisms

of the genes IRS1, CAPN10 and PPARG2 on secondary failure

to sulphonylurea and metformin in patients with type 2 diabetes
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Abstract. In Yucatan, 52% of patients with type 2 diabetes (DT2) present
secondary failure to treatment associated with sulphonylurea and metformin.
A possible explanation may be due to polymorphisms in the genes IRSI,
CAPN10, PPARG2, which are involved in pancreatic 8 cell dysfunction and a
poor response to the action of insulin. The association of the polymorphisms
Gly972Arg, SNP43, and Prol12Ala, of the genes IRS1, CAPN10, PPARG2, with
the risk of failure to sulphonylurea and metformin therapies was
determinated in patients with DT2 in Yucatdn, México. One hundred and
thirty and two subjects with DT2 were classified in groups of responders
(HbAlc< 8%) and non-responders (HbAlce> 8%) to the treatment, according
to the control of hyperglucemia with sulphonylurea and metformin. Demo-
graphic, anthropometric and metabolic data were obtained from each subject.
The polymorphisms were identified by means of DNA analysis by PCR/RFLP
and PCR/OAL. Genotypic and allelic frequencies and the Hardy-Weinberg
equilibrium were determined. Statistical analyses consisted of X2 and multiple
logistic regression tests (Epi-Info 2000 and SPSS version 12). Obese subjects
carrying the genotype AA SNP43 showed 4.69 times more risk of failure to re-
spond to treatment (p=0.027), when compared with subjects sharing GA ge-
notype: X2 (OR= 4.69, IC: 1.15-20.59) and multiple logistic regression,
p= 0.048, (OR= 3.72, IC: 1.009-13.718). The interaction between genotype
AA and the BMI> 27 showed also a significant difference (p=0.009). The find-
ings suggest the fact that polymorphism SNP43 may intluence the response to
treatment with sulphonylurea and metformin, the expression being dependent
on obesity.
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INTRODUCCION

La Diabetes Tipo 2 (DT2) es una enfer-
medad sistémica producida por la interac-
cién de factores genéticos y ambientales.
Desarrolla complicaciones micro y macro-
vasculares prevenibles con control glucémi-
co. El tratamiento se basa en dieta ¢ inges-
ta de hipoglucemiantes orales, tales como
las sulfonilureas y metformina. Una res-
puesta exitosa inicial, determinada por va-
lores sanguineos de HbAlce < 8%; posterior-
mente, puede fallar (falla secundaria,
HbAlc >8%) y requerir la adicion de insuli-
na u otro hipoglucemiante (1). Los factores
de riesgo para la falla secundaria, son edad
joven al diagnéstico, incremento en el peso,
mal control metabélico y disminucion de la
funcion de la célula B. A pesar de tener
buen control en la dieta y apego a trata-
miento, se estima que cada ano del 5 al 7%
de los afectados requieren insulina debido a
falla secundaria del tratamiento con sulfo-
nilureas y metformina, lo que pudiera tener
explicacion por factores genéticos (2, 3).

Los genes candidatos de riesgo para
tener DT2, el substrato del receptor de in-
sulina 1 (IRS1), calpaina 10 (CAPN10) y el
receptor activado de proliferacion de los pe-
roxisoma gamma 2 (PPARG2), estan involu-
crados en disfuncion de la célula § pancrea-
tica productora de insulina y respuesta baja
a la accion de esta hormona en distintos 6r-
ganos vy tejidos, principalmente higado y
musculo.

IRS1 es polimérfico; la variante mas
comtn Gly972Arg, es la prevalente en suje-
tos con resistencia a la insulina y con DT2
en algunas poblaciones (4-6). Afecta el con-
trol glicémico y la regulacion de la funcion
de las células B (7, 8). Adicionalmente, pue-
de alterar la secrecion de insulina en res-
puesta a sulfonilureas (9, 10). La resisten-
cia a la insulina mejora con metformina,
mediante la induccién de la fosforilacion de
la subunidad beta del receptor de insulina y

de la IRS (11), lo que apoya que variantes
en el gen podrian modular la respuesta a
metformina. La asociacion entre este poli-
morfismo y falla secundaria a sulfonilureas
y metformina (2) se ha estimado con un OR
de 2 (95% 1C: 1,38-3,806).

El gen CAPNI0 codifica una proteasa
de cisteina no lisosémica, que participa en
la fisiopatologia de la DT2. (12-16). Presen-
ta un polimorfismo SNP43 GA, esta asocia-
do con DT2 (17, 19). El genotipo GG se
asocia con disminucién del RNAm en el
musculo, resistencia a la insulina y disminu-
cion de la secrecion de insulina (20, 21),
aunque aun esta en controversia (22). No
hay evidencia de la repercusion de este poli-
morfismo, con la respuesta al tratamiento
con sulfonilureas y a metformina. Sin em-
bargo, in vitro la expresion disminuida del
gen puede reducir la secrecion de la insuli-
na pancreitica (14), ademas de incremen-
tar el nimero de células apoptéticas (13).

PPARG2 es miembro de la familia de
receptores nucleares ligados a factores de
actividad transcripcional. El polimorfismo
Prol2Ala en el gen, causa pérdida parcial
de su funcién por medio de disminuir el
RNAm, la afinidad de uni6n al ADN y la acti-
vidad transcripcional (23, 24). El alelo Ala
se asocia con disminucion en el riesgo de
padecer DT2 en poblacion general (25, 26).
En pacientes con DT2 y el alelo Ala, se ha
detectado disminucion de la secrecion de la
insulina en asociaciéon con incremento de
colesterol total, de glucosa en ayuno y de
HbAlc y por tanto, con severidad de la en-
fermedad (27). Las sulfonilureas acttan en
el canal de K, y en la unidén y activacion de
PPARG2; mejorando la sensibilidad de la in-
sulina (28, 29). Asi mismo, polimorfismos
en ¢l gen, aumentan la posibilidad de in-
fluir en la respuesta al tratamiento con sul-
fonilureas.

Yucatan, México, es una poblacién con
prevalencia elevada de DT2 (11,8%) (30),
de acuerdo a los registros del Centro de re-
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ferencia en Diabetes del Estado de Yucatan.
El 52% de los pacientes tienen falla secun-
daria a sulfonilureas y a metformina (Co-
municacion personal Dr. H. Laviada Moli-
na). El presente trabajo analiza los tres po-
limorfismos descritos en pacientes con DT2
para determinar la asociacién con la falla
secundaria a sulfonilureas y metformina en
la poblacién de yucatecos de México.

MATERIAL Y METODOS

Sujetos de estudio

El presente estudio se llevé a cabo en
individuos que pertenecen al Departamento
de Salud de la Universidad Auténoma de
Yucatan. Este departamento provee aten-
cion a 11,890 derechohabientes, ofrece ser-
vicios de laboratorio clinico y proporciona
medicamentos a los beneficiarios. Todos los
individuos poseen un numero de registro,
con la cual se identifica la historia clinica
con datos generales del sujeto y los motivos
de consulta, incluyendo la nutrioldgica;
contiene también informacion de los resul-
tados de los analisis de laboratorio realiza-
dos y de los medicamentos utilizados, asi
como su periodicidad.

Se incluyeron 132 individuos, hombres
y mujeres, con diagnostico médico de dia-
betes tipo2 (1), con un rango en la edad al
diagnéstico mayor 35 a 65 afos, quienes
cumplieron con los criterios de seleccion.
Se clasificaron en dos grupos: casos (no res-
pondedores) y controles (respondedores).
El parametro de respuesta al tratamiento
fue el control de la hiperglucemia, con base
en los valores de hemoglobina glucosilada
(HbAlc), de acuerdo a la Norma Oficial Me-
xicana para la prevencion, tratamiento y
control de la diabetes vigente (1). Se consi-
deraron no respondedores a 71 pacientes
(22 masculinos y 49 femeninos) con inade-
cuado control de la glucosa (HbAlc >8%)
después de 6 afios de tratamiento con sulfo-
nilurea y metformina, a pesar de recibir do-

sis maximas tolerables de sulfonilureas (gli-
benclamida: 20mg/dia), metformina
(2550mg/dia) y combinaciones de metfor-
mina y sulfonilurea (2000/20 mg/dia), asi
como seguir una dieta adecuada, valorado
con el registro de su asistencia a consulta
especializada de nutricion, por lo menos en
6 ocasiones en un periodo de 6 meses con-
secutivos, en el ultimo ano. Los pacientes
con falla secundaria requirieron insulina u
otros hipoglucemiantes para el control de
su glucemia (1-3). Se consideraron respon-
dedores a 61 pacientes (23 masculinos y 38
femeninos) con adecuado control de la glu-
cosa (HbAlce < 8%), tratados por al menos
10 anos.

Se excluyeron a los pacientes con dia-
betes tipo 1, asi como aquellos que presen-
taron algin sindrome genético reconocido
de resistencia a la insulina, embarazo, en-
fermedades gastrointestinales crdnicas aso-
ciadas a mala absorcion, como pancreatitis
crénica, historia de alcohol o abuso de dro-
gas, enfermedades de rifion o de higado, en-
fermedades de tiroides, y tratamiento con
corticoesteroides o estrogenos.

Del expediente clinico se obtuvieron
datos demograficos, clinicos, metabdlicos,
régimen dietético, tratamiento y datos de
laboratorio (sexo, edad actual, edad al diag-
nostico, IMC: peso en kilogramos dividido
entre la talla en metros cuadrados, afos
con DM2, tension arterial, glucosa en ayu-
no, HbAle, colesterol total, colesterol HDL,
colesterol LDL, triglicéridos). Se obtuvo
una muestra de sangre de cada individuo,
para analizar polimorfismos genéticos.

A todos los participantes se le informé
acerca del objetivo del estudio, asi como los
procedimientos a realizar y se obtuvo el
consentimiento de participacién voluntaria,
de acuerdo a las recomendaciones de la De-
claracion de Helsinki de la Asociacion Médi-
ca Mundial en su version adoptada en la LII
Asamblea General de Edimburgo del ano
2000.
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Genotipificacion del ADN

Los polimorfismos genéticos se anali-
zaron de ADN extraido de linfocitos en san-
gre, de acuerdo con procedimientos estan-
darizados (31). Los  polimorfismos
Gly972Arg/BstO1 del gen IRS1 y Prol2-
Ala/Mval del gen PPARG2 se identificaron
empleando las secuencias de oligonucle6ti-
dos y las condiciones de la reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR) para amplifi-
car el fragmento de interés (5, 23). El pro-
ducto de la PCR, se sometié a digestion
usando enzimas de restriccion correspon-
dientes (RFLP restriction fragmet length
polymorphisms) y los fragmentos generados
se resolvieron mediante la electroforesis en
geles de poliacrilamida, tefiidos con nitrato
de plata. Para el polimorfismo Gly972Arg se
identificaron los genotipos silvestre (GG),
heterocigoto (GA) y mutado (AA) y para
Prol2Ala se identificaron los genotipos
(CO), (CQ) v (GG) silvestre, heterocigoto y
mutado, respectivamente.

La identificacion del polimorfismo
SNP43 en el gen CAPNIO se llevo a cabo
mediante la PCR oligo alelo especifica
(OAL), de acuerdo a los métodos descritos
que involucran dos PCR separadas y simul-
taneas, con un iniciador sentido comiin
para las dos reacciones y un iniciador anti-
sentido especifico para el alelo G y otro es-
pecifico para el alelo A. Se identificaron los
genotipos silvestre (GG), heterocigoto
(GA) y mutado (AA) (19).

Anilisis estadistico

Se verificé la distribucion normal de
las variables en estudio y se llevé a cabo la
transformacion logaritmica en caso necesa-
rio. Se obtuvo la media y la desviacion es-
tandar de las variables obtenidas y se aplico
la prueba de t de Student o ANOVA para es-
tablecer la diferencia entre los grupos. Para
el sexo se us6 X2. Se determinaron las fre-
cuencias genotipicas y alélicas de cada poli-
morfismo en los sujetos de estudio por con-

teo, se calcularon los porcentajes y se com-
pararon entre los grupos de estudio para de-
terminar asociacion de cada polimorfismo
con la falla secundaria a sulfonilureas y met-
formina mediante la prueba de X2 o Fisher.
Se calcul6 el riesgo que representa cada po-
limorfismo mediante la razén de momios
(OR) con intervalo de confianza de 95%,
usando el programa Epi Info 2000. El anali-
sis de las interacciones de los genes con las
caracteristicas metabdlicas para la falla se-
cundaria a sulfonilureas y metformina se
realiz6 por medio de regresion logistica mul-
tivariado con el programa SPSS versién 12.
En todos los analisis se consider6 el valor de
p < 0,05 como estadisticamente significati-
vo y el intervalo de confianza respectivo.

RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas, an-
tropométricas, clinicas y metabdlicas, de
los grupos de estudio, se presentan en la
Tabla 1. Los datos de control de las caracte-
risticas metabdlicas fueron similares para
ambos grupos. Las diferencias significativas
se observan en el colesterol total, los trigli-
céridos, la glucemia, HbAlc con mayor pro-
medio en el grupo de los no respondedores.

La frecuencia de obesidad (IMC > 27),
fue de 70,5% y de 64,8% para los grupos de
respondedores y no respondedores, respec-
tivamente (p=0,65), la frecuencia de hiper-
tension (=130/85 mm/Hg) fue de 46,7% y
42,3% (p=0,69), de colesterol total elevado
(>200mg/dL) fue de 35% y de 47% (p=
0,28), de colesterol HDL bajo (<40) fue de
29.4% y 32,7% (p=0,73) y de hipertriglice-
ridemia (> 200mg/dL) fue de 23% y de
33,8% (p=0,29), para cada grupo, respecti-
vamente.

Frecuencia de los polimorfismos
Gly972Arg, SNP43 y Pro12Ala

Las frecuencias genotipicas y alélicas
de cada polimorfismo se encontraron en
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; ; TABLAT ; )
CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, ANTROPOMETRICAS, CLINICAS Y METABOLICAS
DE SUJETOS CON DT2
Respondedores No Respondedores p*
N Media = SD N Media = SD
Sexo M/F** 61 23/38 71 22/49 0,416
Edad (afos) 61 63,11 = 8,916 71 60,48 = 9219 0,706
Edad al dx (afios) 61 48,31 = 8,280 71 46,18 *+ 8,259 0,995
Afos con DT2 61 14,62 = 5,771 71 14,31 = 6,604 0,098
IMC (kg/m?) 61 29,77 = 4,720 71 29,31 = 5,053 0,792
TA sistélica (mmHg) 60 133,65 = 16,375 71 133,51 = 13,953 0,324
TA diastolica (mmHg) 60 76,82 = 7,677 71 76,68 = 10,103 0,105
Colesterol total (mg/dL) 60 193,20 = 36,301 63 203,99 + 48,176 0,030
HDL (mg/dL) 51 47,77 £ 14,14 52 50,33 = 15,110 0,374
LDL (mg/dL) 50 119,76 = 29,87 50 108,71 = 33,58 0,238
Triglicéridos (mg/dL) 60 167,07 = 58,76 62 192,42 = 111,59 0,001
Glucemia (mg/dL) 61 132,44 + 40,23 71 179,23 = 59,71 0,004
HbAlc (%) 61 6,734 = 0,86 71 9,10 = 1,94 0,000
*t Student. **X2. N = namero de individuos. SD = desviacién estandar. M/F=masculino/femenino.

equilibrio de Hardy-Weinberg. Para el poli-
morfismo Gly972Arg, las frecuencias geno-
tipicas observadas en respondedores y no
respondedores, fueron: Para GG 57 (93,4%)
y 65 (91,5%), para GA 4 (6,6%) y 6 (8,5%),
para ¢l alelo G fueron de 118 (97,0) y 136
(95,7) vy para el alelo A de 4 (3,0) y de 6
(4,3), respectivamente. Las frecuencias ge-
notipicas del polimorfismo SNP43, observa-
das en respondedores y no respondedores,
fueron: Para GG 18 (29,5%) y 22 (31%),
para GA 33 (54,1%) y 34 (47,9%), para AA
10 (16,4%) y 15 (21,1%) y para el alelo G
fueron de 69 (56,6%) y 78 (55%) y para el
alelo A 53 (43,4%), 64(45%), respectiva-
mente.

Para el polimorfismo Prol2Ala, las fre-
cuencias genotipicas observadas en respon-
dedores y no respondedores, fueron: Para
CC 54 (88,5%) vy 61 (85,9%), para CG 7
(11,5%) y 10 (14,1%) y para el alelo C fue-
ron de 115 (94,3) y 132 (93) y para el alelo
G 7 (5,7%) y 10 (7%), respectivamente.

No fue significativa la diferencia en la
frecuencia de cada polimorfismo entre los
grupos estudiados (p > 0,05), por lo que no
pueden considerarse como factor de riesgo
independiente de la falla al tratamiento.

Frecuencia de cada polimorfismo agrupa-
dos de acuerdo a la presencia o ausencia
de las obesidad, hipertension, colesterol
total elevado, colesterol HDL bajo e hiper-
trigliceridemia y a la respuesta al trata-
miento, en los sujetos de estudio

La obesidad (IMC > 27) represent6 un
riesgo 3,84 veces mayor para la falla secun-
daria al tratamiento en los sujetos con ge-
notipo AA del polimorfismo SNP43, compa-
rado con sujetos con al menos un alelo G
(genotipo GG o GA), p=0,04 (OR= 3,84,
IC: 1,02-15,59). El riesgo se incrementd a
4,69 en sujetos con genotipo AA comparado
con sujetos con genotipo GA, p=0,01
(OR= 4,69, IC: 1,15-20,59) mediante X2
(Tabla II). Estos resultados permanecieron
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Polimorfismos de genes IRSI, CAPN10 y PPARG2 en falla secundaria de diabetes tipo 2 71

TABLA II
ASOCIACION DEL POLIMORFISMO SNP 43 DE CAPN10 CON LA FALLA SECUNDARIA A
SULFONILUREAS Y METFORMINA, EN PRESENCIA O NO DE OBESIDAD

Genotipo No-obeso Obeso
No-R R OR (@ No-R R OR (@ p¥
n n n n
GG+GA 23 12 33 39
AA 2 6 5,75 (0,83-49,40) 0,05 13 4 3,84 1,02-15,59 0,04
GA 16 7 18 26
AA 2 6 6,86 (0,87-66,57) 0.07 13 4 4,69 1,15-20,59 0,01

No-obeso: individuo con IMC <27 kg/m?.
dedores. R: individuos respondedores.
ta de Fisher.

significativos cuando se analizaron median-
te la regresion logistica multiple. Se identi-
ficé diferencias en cuanto al genotipo AA,
p= 0,048 (OR= 3,72 IC: 1,009-13,71). El
IMC>27 resulté significativo con p=0,036
y de riesgo para la falla al tratamiento (OR
8,250, 1C: 1,15-59,00), ademas se observo
interacciéon entre el genotipo AA del poli-
morfismo SNP43 con IMC>27 con
p=0,009.

No se encontré diferencias significati-
vas cuando se comparé las frecuencias ge-
notipicas de los polimortismos Gly972Arg y
Prol2Ala en sujetos en presencia o ausen-
cia de la obesidad, hipertension, colesterol
total elevado, colesterol HDL bajo e hiper-
trigliceridemia, entre ambos grupos.

Interacciones entre genes y con las
caracteristicas antropométricas, clinicas y
metabélicas

Se obtuvo diferencia significativa entre
ambos grupos de estudio en las combinacio-
nes donde estuvo presente el genotipo mu-
tado del polimorfismo SNP43, los genotipos
silvestres en los polimortismos Gly972Arg y
Prol12Alay la covariable de IMC>27.

La combinacion GG/AA/CC corres-
pondiente a los polimorfismos Gly972Arg/
SNP43/Prol2Ala, fue significativa, p= 0,047
(OR= 3,603 IC: 1,020-12,735), cuando se

Obeso: individuo con IMC >27 kg/m?2.
OR: Odds ratio.

No-R: individuos no respon-
IC: intervalo de confianza (95%). *X2, prueba exac-

analiz6 con ¢l IMC. En la combinacion
GG/AA (Gly972Arg /SNP43), se obtuvo un
valor de p= 0,048 (OR 3,721 1IC:
1,009-13,718). El1 IMC>27 result6 de riesgo
con p= 0,036 OR 8,250 1C: 1,154-59. La in-
teraccion entre ambos factores para el ries-
go fue significativa con p=0,009. La combi-
nacion SNP43/Prol2Ala, con el genotipo
AA/CC, fue significativa con p= 0,023 ¢ in-
crementd el riesgo (OR 4,58 IC: 1,235-
17,008) cuando se analiz6 con la covariable
IMC, siendo la interaccién entre ambos fac-
tores para el riesgo significativa (p=0,017).

DISCUSION

En las patologias producidas por inte-
raccion genético-ambiental resulta comple-
jo identificar los genes que desempenan un
factor primordial para su manifestacion, en
particular si se consideran los diferentes
procesos del curso de la enfermedad en los
que puede haber variacién debida a los ge-
nes participantes en cada paso, y las varia-
ciones originadas por combinaciones multi-
ples de los polimortismos de los diferentes
genes. En el presente estudio se traté de
encontrar una explicacion a la diferencia en
respuesta al tratamiento oral con sulfonilu-
rea y metformina. Los polimorfismos anali-
zados estan relacionados de alguna forma
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con la accion del metabolismo de la insuli-
na, por lo que es razonable considerar que
las variantes de los genes que controlan es-
tas funciones sean capaces de afectar la res-
puesta al tratamiento. Los hallazgos resul-
tantes no apoyan la participacion individual
de ninguno de los polimorfismos como cau-
santes de la falla al tratamiento, a pesar de
que estudios in-vivo e in-vitro apoyan la
asociacion de los polimorfismos estudiados
en los genes IRS1 y PPARG2 (2), con la fa-
lla a sulfonilureas y metformina. No obstan-
te, se sugiere riesgo para la falla, en el ana-
lisis de asociacion del polimorfismo SNP43
del gen CAPN10 y la obesidad, una asocia-
cién no descrita previamente.

Las alteraciones funcionales descritas
para el polimorfismo SNP43, incluyen nive-
les alterados de expresién de la calpaina
(20). Se sabe que la disminucion de los
mensajeros para CAPN10 se relaciona con
estados de resistencia a la insulina y dismi-
nucién de la secrecion de insulina en ¢élu-
las 8 del pancreas (14, 21). Adicionalmente,
puede alterar la secrecion de insulina por
alteraciones en la fusion de membranas de
los granulos. Existe controversia acerca de
cudl de los genotipos de este gen es de ries-
go para DT2, relacionado con la disminu-
cion de ARNm de CAPNIO0, se ha descrito
como GG (23), GA o AA (21, 22).

Los hallazgos del presente estudio apo-
van ¢l hecho de que el genotipo AA es de
riesgo probable para la poblacion estudiada,
al encontrar asociacion significativa del ge-
notipo AA en pacientes obesos con la falla a
tratamiento. En relacion con la obesidad, el
genotipo GG se ha encontrado asociado
con disminucién del ARNm de CAPNIO y
con relacion inversa entre el tejido adiposo
y la expresion del gen; a mayor adiposidad
menor expresion del mensajero (32). Asi
mismo, la interaccion entre el genotipo AA
SNP43 con IMC y obesidad abdominal en
sujetos masculinos, se ha descrito para pa-
rientes de primer grado de pacientes con

DT2 (33). Esta aparente controversia es se-
mejante a los hallazgos en otro polimorfis-
mo de riesgo para DT2, Prol2Ala del gen
PPARG2, el alelo de Ala (AA) es de protec-
cion en sujetos delgados y de riesgo en suje-
tos obesos (34, 35). Estos hallazgos con-
cuerdan con los obtenidos en los pacientes
del presente estudio con riesgo a la falla al
tratamiento, conferido por el genotipo AA
SNP43 en pacientes con obesidad (32).

La interaccién de los polimorfismos
Gly972Arg/SNP43/Pro12Ala resulté signifi-
cativa cuando incluyé el genotipo mutante
para SNP43 vy silvestre para los otros poli-
morfismos; esto es, GG/AA/CC, ademads de
obesidad. En poblaciéon Mexicana, polimor-
fismos en estos tres genes, se han asociado
con DT2, (SNP 43, SNP 44 del mismo gen,
Gly972Arg y Prol2Ala), (genes CAPNIO0,
ISR1, PPARG2 respectivamente), refirién-
dose de riesgo los haplotipos como GG-CT-
GlyArg-ProPro y GA-CT-GlyGly-ProPro y una
combinacién presente tnicamente en pa-
cientes con DT2 que es AA-TT-GlyGly-AlaA-
la. En este estudio se observd la presencia
de las combinaciones de riesgo descritas
por Garceia Fajardo y col. (36), pero no se
consideraron de riesgo para la falla secun-
daria al tratamiento.

En otra poblacion mestiza de la ciudad
de México y de Orizaba, México, se estudio
la asociacién de cuatro polimorfismos del
gen CAPN10 con el riesgo para DT2, encon-
traron asociacion con el polimorfismo
SNP44, implicando la participacion del gen
en Diabéticos Mexicanos. Sin embargo, no
se encontré asociacion de la combinacion
112/121 de los polimorfismos SNP43,
SNP19, SNP63 descritos para riesgo en Mé-
xico-Americanos (37). Estas diferencias en-
tre los polimorfismos de riesgo en diferen-
tes poblaciones refuerza el concepto de que
las variaciones en la composicién de las po-
blaciones les confieren frecuencias génicas
variables, que pueden responder de forma
diferente en presencia de los componentes
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genéticos adicionales y ante medios am-
bientes también variables, por lo que se re-
salta la importancia de que en cada pobla-
cién se conozea su composicion genética y
los riesgos que para ésta implica.

Debido a que la informacion de las ca-
racteristicas demograficas, antropométri-
cas, clinicas y metabdlicas se obtuvo del re-
gistro de datos clinicos de los pacientes en
forma transversal, durante 2006, se usé la
definicion vigente ese ano para determinar
la falla secundaria a sulfonilurea y metfor-
mina: pacientes con niveles de HbAlc>8%
de mal control hiperglucémico para cambio
de terapia (1-3). Actualmente, los indivi-
duos que tienen HbAle>7% son los indica-
dos para cambio en el tratamiento farmaco-
l6gico, para alcanzar las metas senialadas
por la Asociacion Americana de Diabetes
(ADA) en el 2008 (38). Probablemente se
obtendrian resultados diferentes si se consi-
derara este criterio actualizado como deter-
minacion de falla secundaria a tratamiento.
Otro punto es la evidencia que indica que la
adherencia al tratamiento y a la dieta, que
influyen en el desarrollo de la falla secunda-
ria (39). Los parametros utilizados fueron
obtenidos de los registros de los pacientes,
aquellos que acudieron regularmente a con-
sulta nutriol6gica especializada, con eviden-
cia de que recibieron el medicamento indi-
cado en el Gltimo ano. No permitié la medi-
cion cuantitativa de la adherencia, como se-
ria con un recordatorio de 24 horas, en un
estudio prospectivo. Finalmente, el efecto
del polimorfismo SNP43 y la obesidad, so-
bre la falla al tratamiento, fue modesto. Un
estudio longitudinal con mayor namero de
pacientes podria determinar la validez de
los resultados obtenidos. En base a eviden-
cias previas que apoyan que los polimorfis-
mos de genes pueden influir en la variabili-
dad de la respuesta a sulfonilureas y a met-
formina en pacientes con DT2 (2, 3, 40), el
resultado que se obtuvo para el genotipo
AA del polimorfismo SNP43, podria consi-

derarse vialido para esta poblacién Mexica-
na, con variacion en la respuesta al trata-
miento con sulfonilureas y metformina en
pacientes obesos.

AGRADECIMIENTO

Este trabajo fue realizado bajo el apoyo
financiero del Programa de Impulso a la
Orientacion a la Investigacion (PRIORI) de
la Universidad Autéonoma de Yucatin, Clave
PRIORI-CIRB-05-017.

REFERENCIAS

1. Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-
2000, Para la prevencion, tratamiento y
control de la diabetes.

2. Sesti G, Marini MA, Cardellini M,
Sciacqua A, Frontoni S, Andreozzi F,
Irace C, Lauro L, Gnasso A, Federico M,
Perticone F, Lauro R, Irace C, Lauro L,
Gnasso A, Federico M, Perticone F, Lauro
R. The Arg972 Variant in Insulin Receptor
Substrate-1 Is Associated With an In-
creased Risk of Secondary Failure to
Sulfonylurea in Patients With Type 2 Dia-
betes. Diabetes Care 2004; 27:1394-1398.

3. Sesti G, Laratta E, Cardellini M,
Andreozzi F, Del Guerra S, Irace C,
Ganso A, Grupillo M, Lauro R, Hribal
ML, Perticone F, Marchetti P. The E23K
Variant of KCNJ11 Encoding the Pancre-
atic -Cell Adenosine 5’-Triphosphate-Sen-
sitive Potassium Channel Subunit Kir6.2 Is
Associated with an Increased Risk of Sec-
ondary Failure to Sulfonylurea in Patients
with Type 2 Diabetes. J Clin Endocrin
Metab 2006; 91:2334-2339.

4.  Sesti G, Federici M, Hribal ML, Lauro D,
Sbraccia P, Lauro R. Defects of the insu-
lin receptor substrate (IRS) system in hu-
man metabolic disorders. FASEB J 2001;
15:2099-2111.

5.  Almind K, Bjorbaek C, Vestergaard H,
Hansen T, Echwald S, Pedersen O. Amino-
acid polymorphism of insulin Receptor
Substrate-1 in non-insulin-dependent dia-
betes mellitus. Lancet. 1993; 342:828-832.

Vol. 50(1): 6o - 76, 2009



74

Garcia-Escalante y col.

6.

10.

11.

12.

14.

Jellema A, Zeegers MP, Feskens EJ,
Dagnelie PC, Mensink RP. Gly972Arg
variant in the insulin receptor substrate-1
gene and association with type 2 diabetes.
A meta-analysis of 27 studies. Diabetologia
2003; 46:990-995.

Almind K, Inoue G, Pedersen O, Kahn
CR. A common amino acid polymorphism
in insulin receptor substrate-1 causes im-
paired insulin signaling. Evidence from
transfection studies. J Clin Invest 1996;
97:2569-2575.

McGettrick AJ, Feener EP, Kahn CR. Hu-
man insulin receptor substrate-1 (IRS-1)
polymorphism G972R causes IRS-1 to as-
sociate with the insulin receptor and in-
hibit receptor autophosphorylation. J Biol
Chem 2005; 280:6441-6446.

Porzio O, Federici M, Hribal ML, Lauro
D, Accili D, Lauro R, Borboni P, Sesti G.
The Gly972Arg amino acid polymorphism
in IRS-1 impairs insulin secretion in pan-
creatic beta cell. J Clin Invest 1999; 104:
357-364.

Marchetti P, Lupi R, Federici M, Marselli
L, Masini M, Boggi U, Del Guerra S,
Patane G, Piro S, Anello M, Bergamini E,
Purrello F, Lauro R, Mosca F, Sesti G,
Del Prato S. Insulin secretory function is
impaired in isolated human islets carrying
the Gly(972)Arg IRS-1 polymorphism. Dia-
betes 2002; 51:1419-1424.

Wiernsperger NF, Bailey CJ. The
antihyperglycaemic effect of metformin
therapeutic and cellular mechanisms.
Drugs 1999; 58:31-39.

Horikawa Y. Calpain-10 (NIDDM1) as a
Susceptibility Gene for Common Type 2
Diabetes. Endocr J 2006; 53:567-576.
Johnson JD, Han Z, Otani K, Ye H, Zhang
Y, Wu H, Horikawa Y, Misler S, Bell GI,
Polonsky K. RyR2 and calpain-10 delineate
a novel apoptosis pathway in pancreatic is-
lets. J Biol Chem 2004; 279:24794-24802.
Marshall C, Hitman GA, Partridge CJ,
Clark A, Ma H, Shearer TR, Turner MD.
Evidence that an isoform of Calpain-10 is a
regulator of exocytosis in pancreatic beta
cells. Mol Endocrinol 2005; 19:213-224.

15.

16.

18.

19.

20.

21.

Logie LJ, Brown AE, Yeaman SJ, Walter
M. Calpain inhibition and insulin action in
cultured human muscle cells. Mol Genet
Metab 2005; 85:54-60.

Paul DS, Harmon AW, Winston CP, Patel
YM. Calpain facilitates GLUT4 vesicle
translocation during insulin-stimulated
glucose uptake in adipocytes. Biochem J
2003; 376: 625-632.

Hanis CL, Boerwinkle E, Chakraborty R,
Ellsworth DL, Concannon P, Stirling B,
Morrison VA, Wapelhorst B, Spielman
RS, Gogolin-Ewens KJ, Shepard JM, Wil-
liams SR, Risch N, Hinds D, Iwasaki N,
Ogata M, Omori Y, Petzold C, Rietzch H,
Schroder HE, Schulze J, Cox NJ, Menzel
S, Boriraj VV, Chen X, Lim LR, Lindner
T, Mereu LE, Wang YQ, Xiang K,
Yamagata K, Yang Y, Bell GI. A ge-
nome-wide search for human non-insu-
lin-dependent (type 2) diabetes genes re-
veals a major susceptibility locus on chro-
mosome 2. Nat Genet 1996; 13:161-166.
Horikawa Y, Oda N, Imamura 8,
Fujiwara, Makino M, Seino Y, Itoh M,
Takeda J. Genetic variations in calpain-10
gene are not a major factor in the occur-
rence of type 2 diabetes in Japanese. J
Clin Endocrinol Metab 2003; 88:244-247.
Horikawa Y, Oda N, Cox N, Xiangquan L,
Orho-Melander M, Hara M, Hinokio Y,
Lindner TH, Mashima H, Schwarz P, del
Bosque-Plata L, Horikawa Y, Oda Y,
Yoshiuchi I, Colilla S, Polonsky KS,Wei
S, Concannon P, Iwasaki N, Schulze J,
Baier LJ, Bogardus C, Groop L,
Boerwinkle E, Hanis CL, Bell GI. Genetic
variation in the gene encoding calpain-10
is associated with type 2 diabetes mellitus.
Nat Genet 2000; 26:163-175.

Baier LJ, Permana PA, Yang X, Pratley
RE, Hanson RL, Shen GQ, Mott D,
Knowler WC, Cox NJ, Horikawa Y, Oda N,
Bell GI, Bogardus C. A calpain-10 gene
polymorphism is associated with reduced
muscle mRNA levels and insulin resis-
tance. J Clin Invest 2000; 106: R69-73.
Stumvoll M, Fritsche A, Madaus A, Stefan
N, Weisser M, Machicao F, Hiring H.

Investigacion Clinica 50(1): 2009



Polimorfismos de genes IRSI, CAPN10 y PPARG2 en falla secundaria de diabetes tipo 2 75

22.

24.

25.

26.

28.

Functional significance of the UCSNP-43
polymorphism in the CAPN10 gene for pro-
insulin processing and insulin secretion in
nondiabetic Germans. Diabetes 2001; 50:
2161-2163.

Lopez-Orduiia E, Garcia-Mena J, Gareia-
Macedo R, Stumvoll M, Cruz M. CAPN10
mRNA splicing and decay is not affected by
a SNP associated with susceptibility to
type 2 diabetes. Biochem Biophys Res
Commun 2007, 358:831-836.

Yen CJ, Beamer BA, Negri C, Silver K,
Brown KA, Yarnall DP, Burns DK, Roth J,
Shuldiner AR. Molecular scanning of the
human peroxisome proliferator activated
receptor gamma (hPPAR gamma) gene in
diabetic Caucasians: identification of a
Prol12Ala PPARgamma 2 missense muta-
tion. Biochem Biophys Res Commun 1997;
241:270-274.

Stumvoll M, Hiring H. The peroxime
proliferator-activated receptor-gamma2
Prol12Ala polymorphism. Diabetes 2002;
51:2341-2347.

Stefan N, Fritsche A, Hiring H, Stumvoll
M. Effect of experimental elevation of free
fatty acids on insulin secretion and insulin
sensitivity in healthy carriers of the
Prol12Ala polymorphism of the peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma?2
gene. Diabetes 2001; 50:1143-1148.
Francis GA, Fayard E, Picard F, Auwerx J.
Nuclear receptors and the control of me-
tabolism. Annu Rev Physiol 2003; 65:261-
311.

Mori H, Ikegami H, Kawaguchi Y, Seino
S, Yokoi N, Takeda J, Inoue I, Seino Y,
Yasuda K, Hanafusa T, Yamagata K,
Awata T, Kadowaki T, Hara K, Yamada N,
Gotoda T, Iwasaki N, Iwamoto Y, Sanke
T, Nanjo K, Oka Y, Matsutani A, Maeda E,
Kasuga M. The Prol2 Ala substitution in
PPAR-gamma is associated with resistance
to development of diabetes in the general
population: possible involvement in im-
pairment of insulin secretion in individuals
with type 2 diabetes. Diabetes 2001; 50:
891-894.

Fukuen S, Iwaki M, Yasui A, Makishima
M, Matsuda M, Shimomura I. Sulfo-
nylurea  agents  exhibit  peroxisome

29.

(98]
W

proliferator-activated receptor gamma
agonistic activity. J Biol Chem 2005; 280:
23653-23659.

Scarsi M, Podvinec M, Roth A, Hug H,
Kersten S, Albrecht H, Schwede T, Meyer
UA, Riicker C. Sulfonylureas and glinides
exhibit peroxisome proliferator-activated
receptor gamma activity: a combined vir-
tual screening and biological assay ap-
proach. Mol Pharmacol 2007; 71:398-406.
Velazquez-Monroy O, Rosas-Peralta M,
Lara-Esqueda A, Pastelon-Hernandez G,
Sanchez-Castillo C, Attie F, Tapia-Conyer
R. Prevalence and interrelations of non-
communicable chronic disecases and car-
diovascular risk factors in Mexico. Final
outcomes from the National Health Survey
2000. Arch Cardiol Mex 2003; 73:62-77.
Miller SA, Dijkes DD, Polesky HF A sim-
ple salting out procedure for extracting
DNA from nucleated cell. Nuclei Acid Res
1988, 16:1215-1218.

Carlsson E, Fredriksson J, Groop L,
Ridderstrale M. Variation in the
Calpain-10 Gene Is Associated with Ele-
vated Triglyceride Levels and Reduced Adi-
pose Tissue Messenger Ribonucleic Acid
Expression in Obese Swedish Subjects. J
Clin Endocrinol Metab 2004; 89: 3601-
3605.

Pihlajamiki J, Salmenniemi U, Vinttinen
M, Ruotsalainen E, Kuusisto J, Vauhkonen
I, Kainulainen S, Ng MC, Cox NJ, Bell GI,
Laakso M. Common polymorphisms of
calpain-10 are associated with abdominal
obesity in subjects at high risk of type 2 di-
abetes. Diabetologia 2006; 49:1560-1566.
Deeb SS, Fajas L, Nemoto M, Pihlajamiki
J, Mykkinen L, Kuusisto J, Laakso M,
Fujimoto W, Auwerx J. A Pro12Ala substi-
tution in PPARgamma?2 associated with de-
creased receptor activity, lower body mass
index and improved insulin sensitivity. Nat
Genet 1998; 20:284-287.

Lindi VI, Uusitupa MI, Lindstrom J,
Louheranta A, Eriksson JG, Valle TT,
Hamildinen H, Ilanne-Parikka P,
Keindnen-Kiukaanniemi S, Laakso M,
Tuomilehto J. Association of the Prol12Ala
polymorphism in the PPAR-gamma2 gene
with 3-year incidence of type 2 diabetes

Vol. 50(1): 6o - 76, 2009



76

Garcia-Escalante y col.

and body weight change in the Finnish dia-
betes prevention study. Diabetes 2002; 51:
2581-2586.

Garcia-Fajardo LV, Garcia-Mena J, Wacher-
Rodarte N, de la Vega F, Kumate J, Cruz-
Lépez M. Asociaciéon de polimorfismos de
una sola base (snps) en genes candidatos
CAPN10, IRS-1 Y PPAR-G con diabetes tipo
2 en una muestra de poblacion mexicana.
Memorias del XXVI Congreso Nacional de
la Sociedad Mexicana de Bioquimica A.C.
Guanajuato, Guanajuato. 12 al 17 de no-
viembre, 2006.

del Bosque-Plata L, Aguilar-Salinas C,
Tusié-Luna M, Ramirez-Jiménez S, Rodri-
gues-Torres M, Aur6n-Gémez M, Ramirez
E, Velasco-Perez ML, Ramirez-Silva A,
Gomez-Perez F, Hanis CL, Tsuchiya T,

40.

Yoshiuchi I, Cox NJ, Bell GI. Association
of the calpain-10 gene with type 2 diabetes
mellitus in a Mexican population. Mol
Genet and Metab 2004; 81(2): 122-126.
American Diabetes Association. Stan-
dards of medical care in diabetes-2008. Di-
abetes Care 2008; 31:Suppl 1:512-54.
Matthews DR, Cull CA, Stratton IM,
Holman RR, Turner RC. UKPDS 26:
Sulphonylurea failure in non-insulin-de-
pendent diabetic patients over six years.
UK Prospective Diabetes Study (UKPDS)
Group. Diabet Med 1998; 15:297-303.
Reitman ML, Schadt EE. Pharmaco-
genetics of metformin response: a step in
the path toward personalized medicine. J
Clin Invest 2007; 117:1226-1229.

Investigacion Clinica 50(1): 2009



