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Resumen

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad compleja que se
caracteriza por una hiperglicemia generalmente asociada a la
resistencia a la insulina. El control glicémico es un parametro
sustancial para identificar el desarrollo de complicaciones en pacientes
con DM2, incluyendo enfermedades cardiovasculares, neuropatias,
nefropatia diabética, retinopatias, etc. La medicion de hemoglobina
glicada (HbA1c) representa un indice Unico de control glicémico, pero
falla en determinar complicaciones macrovasculares vy
microvasculares, porque su medicion no es periédica y se aplica en
intervalos prolongados. Considerando esto, hace falta validar otros
biomarcadores de uso continuo para el control glicémico. La
identificacion de posibles biomarcadores asociados al aumento de
HbAlc es esencial para el desarrollo de métodos diagndsticos y
pronésticos que permitan identificar los riesgos asociados a las
complicaciones de la DM2. La transcriptémica es una area clave de
estudio utilizada previamente por nuestro grupo para la identificacion
de genes cuya sobreexpresion se encontré asociada a pacientes con
pobre control glicémico. En este proyecto se evalué la expresiéon por
RT-gPCR de cinco de estos genes y la correlacion estadistica con los
niveles de HbAc1 en sangre total de 4 grupos de sujetos estratificados
de acuerdo con sus niveles de glucosa y HbAcl en sangre: DM2 buen
control glicémico (BCDM2), DM2 pobre control glicémico (PDM2),
prediabéticos (PREDM2) y un grupo sin DM2 (CTRL). La toma de
muestras fue bajo consentimiento informado en sujetos provenientes
del Hospital General Regional del IMSS 2 (HGR2) y el Hospital
General No 4 del IMSS de Celaya (HGZ4), seleccionados bajo los
criterios de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA). Las muestras
de sangre total se procesaron para la obtencion de RNA total y
sintesis de cDNA, y se amplificaron por gPCR con iniciadores
especificos para cada gen de acuerdo con condiciones

estandarizadas por nuestro grupo. Se realiz6 un analisis de expresion



relativa que mostré6 que los genes DPM2 y RGS10 tienen una
sobreexpresion significativa en el grupo PDM2 respecto a los grupos
Ctrl, PREDM2, y BCDM2. Ademas, el analisis de correlacién con la
hemoglobina glicada propone a DPM2 como buen candidato a
biomarcador.

Palabras clave: control glicémico, hemoglobina glicada,
transcriptémica.

Declaro que los datos propios obtenidos en esta investigacion fueron
generados durante el desarrollo de mi trabajo de tesis de forma ética
y que reporto detalles necesarios para que los resultados de esta tesis
sean reproducibles en eventuales investigaciones futuras.
Finalmente, este manuscrito de tesis es un trabajo original en el cual
se declar6 y dio reconocimiento a cualquier colaboracion o cita textual

presentadas en el documento.
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Abstract

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a complex disease characterized by
hyperglycemia generally associated with insulin resistance. Glycemic
control is a substantial parameter for identifying the development of
complications in patients with T2DM, including cardiovascular diseases,
neuropathies, diabetic nephropathy, retinopathies, etc. The measurement
of glycated hemoglobin (HbA1c) represents a unique index of glycemic
control, but it fails to determine macrovascular and microvascular
complications because its measurement is not periodic and is applied at
prolonged intervals. Considering this, it is necessary to validate other
continuous-use biomarkers for glycemic control. The identification of
possible biomarkers associated with increased HbAlc is essential for the
development of diagnostic and prognostic methods to identify the risks
associated with T2DM complications. Transcriptomics is a key area of
study previously used by our group to identify genes whose
overexpression was found to be associated with patients with poor
glycemic control. In this project, the expression of five of these genes was
evaluated by RT-qPCR and statistically correlated with HbAlc levels in
whole blood from four groups of subjects stratified according to their blood
glucose and HbA1c levels: T2DM with good glycemic control (GCT2DM),
T2DM with poor glycemic control (PCT2DM), prediabetics (PreT2DM),
and a non-T2DM group (CTRL). Sample collection was done under
informed consent from subjects from the IMSS Regional General Hospital
2 (HGR2), selected according to the criteria of the American Diabetes
Association (ADA). Whole blood samples were processed for total RNA
extraction and cDNA synthesisandsynthesis and amplified by qPCR with
specific primers for each gene under conditions standardized by our
group. A relative expression analysis was conducted, which showed that
the genes DPM2 and RGS10 have significant overexpression in the
PDM2 group compared to the Ctrl, PREDM2, and BCDM2 groups.
Additionally, the correlation analysis with glycated hemoglobin suggests

DPM2 as a good candidate for a biomarker.
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1. Introduccién

La DM2 es una enfermedad progresiva caracterizada por niveles
elevados de glucosa y un inadecuado metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas. Esta enfermedad esta asociada a un decremento
en la secreciéon de insulina por las células B pancreaticas(Wu et al.,
2014) que provoca un incremento de la glucosa en sangre que puede
conducir a una resistencia a insulina por cambios metabdlicos
asociados a mecanismos de lipotoxicidad y glucotoxicidad(Grill &
Bjorklund, 2000). La importancia clinica de la DM2 radica en el
aumento considerable de casos ocurridos en los Ultimos treinta afios y
que la sitia como uno de los principales problemas de Salud Publica
Mundial. En 2014, se estimaron a nivel mundial alrededor de 422
millones de casos de diabetes mellitus (DM), con una prevalencia del
8.5%. En la region de las Américas, la prevalencia registrada fue de
8.3%, pero estos datos tienen altos subregistros (Roglic, 2016). De
todos los casos reportados mas del 90 % son de DM2, mientras que el
10% restante pertenece a diabetes mellitus tipo 1(DM1), diabetes
mellitus gestacional, y otros tipos mas especificos de diabetes (Glovaci
et al.,2019).

A partir de esta informacion, se ha determinado que la deteccion
temprana de la DM2 es de suma importancia, por lo que se siguen
buscando herramientas diagndsticas y prondésticas que permitan
evaluar el riesgo a desarrollar la enfermedad. De acuerdo conla
Asociacion Americana de Diabetes (ADA), en el diagnostico de la DM
es criterio suficiente evaluar los niveles de glucosa. Sin embargo, para
tener un indicativo de la progresion de la hiperglicemia, es necesaria la
medicion de hemoglobina glicada (American Diabetes Association,
2022). La medicion de hemoglobina glicada es en la actualidad una
estrategia prioritaria en el control glicémico y se considera, por tanto,
necesaria para evaluar el riesgo de un individuo a desarrollar
complicaciones originadas por la DM2 (Zhang et al.,2010). Si bien
estas mediciones son utilizadas ampliamente hoy en dia, la blisqueda

13



de biomarcadores en sangre para identificar en forma temprana a
sujetos en riesgo, mucho antes que ocurran las manifestaciones clinicas
de esta enfermedad, es un area de enorme interés. Definitivamente, el
uso de nuevos métodos basados en la identificacién de biomarcadores
tempranos tiene mucha importancia para ayudar en el control de esta
enfermedad. Por ejemplo, el andlisis de expresion de genes en sangre
ya ha permitido en un solo ensayo identificar biomarcadores tempranos
para el control glicémico de la DM2 (Herder et al.,2011). La
identificacion y utilizacibn de biomarcadores para el diagnéstico
temprano de DM2 y/o el pronéstico de la evolucion de la enfermedad
permite la identificacién temprana de sujetos desde el estadio de
prediabetes (Mao et al.,2011).

El andlisis de la expresion génica es una de las estrategias mas
utilizadas y efectivas para lidentificacion global de biomarcadores que
puedan brindar informacion relevante sobre las alteraciones
fenotipicas que ocurren asociadas para una diversidad de morbilidades
como céancer, enfermedades autoinmunes, padecimientos infecciosos
y de tipo inflamatorio (Corbi et al., 2020). En el caso de la DM2, ya sea
en sujetos con riesgo genético o en sujetos donde existan alteraciones
epigenéticas también puede aplicarse. En la DM2, se podrian identificar
las alteraciones en la transcripcion cuando son influenciadas por
cambios en la dieta o por habitos sedentarios. En particular, nuestro
grupo de trabajo ha utlizado en los dUltimos afios el andlisis
transcriptomico para biomarcadores que podrian ser candidatos Utiles
en el diagnostico temprano de DM2, pero haciendo énfasis particular
en aquellos asociados a fallas en el control glicémico en pacientes
diabéticos. Estos estudios sugieren que es de suma relevancia conocer
la relacion entre los cambios en la expresion de los perfiles
transcriptdmicos en sujetos con DM2 y el pobre control glicémico que
estos desarrollan conforme la evolucién de la enfermedad, ya que se
ha observado wuna directa asociacion en el aumento de la

transcripcién para estos genes con el aumento del porcentaje de

14



hemoglobina glicada. Este proyecto analiz6 la correlacién de la
sobreexpresion de los genes NPLR3, GP9, DPM2, SLC25A37, RGS10
en sujetos con DM2 que presentan niveles elevados de HblAc
(porcentajes mayores al 8%). La medicién de estos genes en estudios
futuros podria servir incluso para distinguir a sujetos pre-diabéticos
que podrian presentar sobreexpresién de estos genes asociadas a

fallas futuras del control glicémico.
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2 Antecedentes

2.1 Diabetes Mellitus tipo 2

2.1.1 Epidemiologia

La DM es una enfermedad metabdlica con un incremento
considerable en su tasa de prevalencia a lo largo de los ultimos 30
afos, siendo hoy en dia uno de los padecimientoscronicos mas
comunes a nivel mundial. Este incremento en incidencia de DM2 se
debe principalmente al aumento en el sedentarismo, malos habitos
en la dieta, incremento en la tasa de envejecimiento y la
predisposicién genética en las poblaciones humanas actuales
(Hameed et al.,2015). La DM2 tiene un impacto global importante en
salud publica por lo que hay una necesidad cada vez mayor de
conocer la incidencia reciente en los paises afectados, sobre todo en

aquellos donde su aumento ha sido notorio, como en México.

La Federacion Internacional de Diabetes (FID) estimé que, en el afio
2020, existian en el mundo 537 millones de adultos con diabetes, de
edades entre 20 a 79 afios; esto comprendia 10.5 % de la totalidad
de adultos en este rango de edad. Se espera que para 2030, habra
aproximadamente 643 millones de adultos viviendo con diabetes
(11.3 % de la poblacion mundial) y 783 millones para 2045 (12.2 %
respectivamente). Asi, del afio 2000 a la fecha, la prevalencia de
esta enfermedad aumento mas de tres veces, pasando de 151
millones a 537 millones. La FID estima una mortalidad de méas de 6.7
millones por causas relacionadas a la diabetes en la poblacién
adulta.

Con base a proyecciones de la FID y de acuerdo con la economia de
cada pais, se estima que en paises con medianos y bajos ingresos
habra un mayor porcentaje de casos para el afio 2045, esto asociado
principalmente al envejecimiento poblacional. Comparando el afio
2021 con el 2045, la poblacion mundial tendrd un aumento

considerable de adultos mayores a 60 afios, con un aumento en
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prevalencia de DM de 24.7 %, que sera todavia mayor en adultos de
75 a 79 afios (25.4 %). En contraste, la prevalencia estimada para la
poblacion de entre 20 a 24 afios en el afio 2021 fue de 2.2 %. En
cuanto al sexo, la FID estim6 17.7 millones mas de hombres que
mujeres diagnosticados con diabetes en 2021, ya que en total la
prevalencia en las mujeres fue de 10.2% Yy en los hombres es de 10.8
% (Magliano et.al.,2021).

En el dltimo reporte realizado en 2023 por la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS), se informa de 284 049 muertes
por DM en la Regién de las Américas, lo cual corresponde a un 4%
del total de las muertes registradas en estos paises. Mientras que el
promedio regional de mortalidad tiene una tasa media de 20.9/100
mil habitantes, México presenta una de las tasas méas altas con
71.8/100 mil habitantes (Organizacion Panamericana de la salud,
2023).

En México, el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
report6 las estadisticas de defunciones para 2022, siendo de 89.9/
100,000 habitantes para DM. Ademas, la DM se posicion6 en el
segundo lugar entre las principales causas de muerte con un total de
115,681. Respecto a esto, hasta un 2.37 % de los casos pertenecio
a DM no insulino-dependiente, el analisis mostro porcentajes de
acuerdo al sexo, hasta 50.2 % para mujeres y 49.7 % para hombres.
Ademas, la mayor frecuencia de defunciones segun la edad ocurrié
en sujetos mayores a 65 afios ( Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia, 2022).

La predisposicion genética es un factor primordial para el desarrollo
de la DM2. Por ejemplo, un descendiente de un padre o madre con
DM2 enfrenta un riesgo cercano al 40 % de desarrollarla durante su
vida, incrementando este riesgo a 70 % cuando ambos padres
padecen DM2 (Meigs et al.,2000). En este sentido, los factores

genéticos se suman al estilo sedentario de los individuos y a su alto
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consumo calérico en sujetos afectados por DM. Por esto sigue siendo
relevante realizar estudios que identifiquen las variantes genéticas
involucradas con el comportamiento de la enfermedad en diferentes

poblaciones (Grarup et al., 2014).

2.1.2 Clasificacion
Debido a la relevancia clinica de la DM, ha surgido una necesidad
imperante de identificar la etiologia de la enfermedad para
categorizarla en sus diferentes formas y estadios. La categorizacion
de la DM permiti6 establecer un criterio diagnéstico més oportuno de
la enfermedad. Con base a esto se reconoce que la DM, en cada uno
de sus tipos, es una serie de desérdenes que promueven altos niveles
de glucosa, como una consecuencia principal de la deficiencia y/o

disminucion de la secrecion de insulina (DeFronzo et al., 2015).

La ADA clasifica a la DM en cuatro categorias generales. La primera
corresponde a la DM1, que se define como una destruccién
autoinmune de las células B-pancreaticas. La siguiente categoria se
refiere a la DM2, la forma mas frecuente, cuyas principales causas
son la resistencia a la insulina, la deficiencia en la secreciéon de
insulina por las células 3 pancreaticas y las fallas de los receptores de
insulina para la utilizaciéon de glucosa por las células del organismo.
El tercer tipo de diabetes incluye a las diabetes monogénicas,
farmacol6gicas y enfermedades del pancreas exocrino. En la dltima
categoria se incluye a la diabetes gestacional que se presenta en el
segundo o tercer trimestre del embarazo, y que est4 mas asociada a
un desbalance hormonal y una alteracién en demanda en las fuentes

de energia (American Diabetes Association, 2022).

Los mecanismos fisiopatoldgicos en la DM2 estdn menos definidos
que en la DM1, ya que, al ser mas compleja, los defectos incluyen
cambios metabdlicos, un proceso inflamatorio de bajo grado y factores
genéticos heredados (American Diabetes Association, 2022). En

todos los tipos de DM ocurre un proceso de hiperglicemia que
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comprende distintas etapas, que van desde niveles normales de
glucosa en ayunas (valores de 70 mg/dL y hasta 100 mg/dL),
alteracién de la glucosa en ayunas y/o intolerancia a la glucosa, hasta
tratamiento de emergencia con insulina para evitar casos de estado
hiperosmolar e incluso la muerte. Por eso es importante definir el tipo
de diabetes en los pacientes y la evolucién de la enfermedad, ya que
eso determina el tratamiento para el mejor control y regulacion. En la
DM2 existen pocos indicadores especificos Utiles como factores de
riesgo definidos, siendo la obesidad el mas determinante (American
Diabetes Association.,2011).

Asi también ocurren complicaciones microvasculares como las
nefropatias o neuropatias (Faselis et al.,2019), que se relaciona con
fallas en el control glicémico. El control de las complicaciones esta
asociado con un buen control glicémico, el cual tiene como uno de los
indicadores mas utilizados a la medicién de la hemoglobina glicada
(HbA1c). Sin embargo, se ha reportado que la evaluacion estricta del
control glicémico Unicamente con HbAlc, sin mediciones continuasde
glucosa en sangre, puede pronosticar errébneamente un control
glicémico y estas fallas pueden ignorar el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, y en algunos casos no detectar una hipoglicemia
severa durante el monitoreo del tratamiento. Por lo que ademas de la
utilizacion de la medicién de HbAc1 son necesarias otras pruebas de
laboratorio, para dar seguimiento al tratamiento, que es fundamental
para evitar el desarrollo de complicaciones en DM2 (Kusunoki et al.,
2022).

El control glicémico es muy importante para evitar complicaciones que
lleven al tratamiento permanente con insulina, la cual aplica
generalmente como una medida de emergencia para controlar
hiperglicemia en la DM2. EI diagndstico temprano y la adopcion de
cambios hacia una dieta adecuada, el ejercicio regular y el soporte con
un tratamiento farmacolégico controlado, con la regulaciéon de los

niveles de glucosa en sangre usando hipoglicémicos orales de sostén,
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son los requerimientos preventivos Optimos para lograr este control

de la hiperglicemia (American Diabetes Association.,2011)

De acuerdo con lo anterior, para comprender la etiologia de la DM2 y
para su mejor clasificacion, es primordial tener un historial clinico y
epidemioldgico que defina el proceso de desarrollo de la DM2 en cada
paciente. De ahi que la clasificacion actual dada por la OMS prioriza
la definicion del estadio clinico del paciente para seleccionar un
tratamiento adecuado, dejando como opcién Ultima el tratamiento con

insulina para su control (World health Organization, 2019).

2.1.3 Etiologia

Como mencionamos, la DM2 se asocia con el decremento de la
secrecion de insulina por las células B pancreaticas. Esta disfuncién
se combina ademas con la incapacidad de los receptores de insulina
de las células para la correcta utilizacion de glucosa por las células
sanguineas, provocando un aumento de sus niveles en sangre,
fenémeno denominado como resistencia a la insulina (Brunetti et al.,
2014). La resistencia a la insulina se presenta desde la etapa de
prediabetes, aun cuando exista normoglicemia. Durante esta etapa
temprana se han identificado cambios en la expresion de genes
relacionados a la deficiencia de la secrecién de insulina, pero estos
cambios no son detectados por los biomarcadores actuales (Billings
& Florez, 2010) . Es asi como, en una etapa temprana, la deficiencia
de secrecion de insulina provoca una hiperglicemia de menor
severidad, sin que los pacientes muestren sintomas y, por tanto, no
pueden diagnosticarse midiendo Unicamente los niveles de glucosa
en sangre, a pesar de que desde esta fase temprana se presenten
factores de riesgo cardiovascular como presién sanguinea alta,
dislipidemia y obesidad(Maureen et al., 1992). Esto porque una mayor
distribucion de grasa corporal se relaciona con dislipidemias, que en

presencia de hipertension aumenta el riesgo cardiovascular (Maggio
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et al.,2003).

Si bien la identificacién de procesos fisiopatolégicos y genéticos
asociados a un padecimiento permiten conocer la etiologia especifica
de la enfermedad (De Fronzo et al.,2015), en el caso de la DM2 las
causas son multifactoriales, con un compendio de defectos
moleculares heterogéneos relacionados con las alteraciones en las
células B pancreaticas, con cambios negativos en el metabolismo de
grasas y proteinas los cuales todavia no son completamente
entendidos a nivel molecular (Castro-Juarez et al., 2019).

Por otro lado, los factores epigenéticos también estan estrechamente
asociados con la causalidad del desarrollo de la DM2. La obesidad,
inactividad fisica, tabaquismo, y alcoholismo son aspectos para
considerar en el proceso de aparicion de la DM2, ya que generan
deficiencias en la homeostasis de la glucosa que conlleva a la
resistencia a la insulina. La presencia de estos factores se relaciona
directamente con el aumento de la prevalencia de DM2 a nivel

mundial (Feinglos et al.,2008).
2.1.4 Fisiopatologia

La fisiopatologia de la DM2 involucra al menos siete 6rganos y tejidos,
incluidos el pancreas, el higado, el musculo esquelético, el tejido
adiposo, el cerebro, el tracto gastrointestinal y el rifién, por lo que su
importancia radica en su caracter crénico-degenerativo a nivel multi-
organico (Cornell,2015). El desarrollo fisiopatoldgico de la DM2 se
caracteriza por un aumento en la produccion de glucosa hepatica,
resistencia a la insulina, disfuncién de las células B pancreaticas, que
en conjunto impiden el metabolismo normal de glucosa mediado por
la insulina en el musculo esquelético (DeFronzo & Tripathy, 2009).

Para la liberacion de insulina tiene que ocurrir una despolarizacion de
las células B; el proceso inicia con el aumento de la concentracion

plasmatica de carbohidratos que ingresan en la célula 3, a través de
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GLUT2. El GLUT2 es un transportador de glucosa con baja afinidad,
que se expresa en el higado, rifién, células B del pancreas y en la
membrana basolateral de las células epiteliales del intestino delgado.
El GLUT2 participa en la regulacion de la secrecion de insulina, ya
que solo permite el transporte de glucosa cuando la concentracién
plasmética alcanza el umbral de afinidad como sustrato de GLUT2
(>70mg/dL) y en respuesta induce a la liberacion de la cantidad
requerida de insulina para mantener la concentracién de glucosa
(Gutiérrez-Rodelo et al.,2017). Después de la ingesta de alimento, el
higado es capaz de incorporar la glucosa a través del GLUT2 para
convertirla rapidamente en glucégeno (polimero de carbohidratos que
funciona como almacén de estos). De forma inversa, durante el
periodo postprandial tardio (periodo comprendido entre 6 y 8 horas de
ayuno), el glucégeno sufre degradacion para generar moléculas de
glucosa, que salen de la célula hepética a la circulacion sistémica,
preservando de esta manera la glucemia en valores fisiolégicos; El
GLUT2 funciona asi como un transportador bidireccional que apoya
el transporte de glucosa desde la sangre al tejido o viceversa, de

acuerdo a los requerimientos fisioldégicos (Scherer ,2019).

La resistencia a la insulina en términos generales se refiere a una
respuesta disminuida de la accion de la insulina en cualquier tejido.
En la DM2 esta especificamente definido por un metabolismo alterado
de glucosa en el masculo esquelético y acompafiado de una
regulacion deficiente de la glucosa hepatica por parte de la insulina
(Feinglos et al.,2008). En la etapa temprana de la resistencia a la
insulina no existe sintesis de glucégeno en el musculo. El proceso
normal de metabolismo de la glucosa en mdasculo involucra la
activacion del sistema de transporte de la glucosa, por lo que un
defecto en este proceso impediria la entrada de glucosa al tejido. El
metabolismo de la glucosa en el musculo es llevado a cabo por
reacciones de fosforilacién controladas por insulina, donde se activa

una cascada de sefializacion compleja que comienza con la unién de
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la insulina a su receptor, provocando la fosforilacion de tres moléculas
de tirosina del receptor; posteriormente, el sustrato del receptor de
insulina (IRS)-1 se mueve a la membrana celular para continuar la
cascada. Una vez ocurrido esto se da la fosforilacién de la (IRS)-1,
dando lugar a la activacion de la subunidad reguladora p85 de la
fosfatidilinositol-3 cinasa (PI1)-3K, la que a su vez, activa la subunidad
catalitica p110, incrementando con esto los niveles del
fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (PI). En consecuencia, se activa la la
proteina cinasa B (Akt) y la fosforilacion del sustrato 160 de AKT
(AS160). Asi mismo, se da la translocacion de GLUT4, concluyendo
asi en la entrada de glucosa a la célula (Gutiérrez-Rodelo,2017). En
la figura 1 se muestra la ruta de sefializacion de la insulina involucrada

en esta via metabdlica.
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Figura 1. Componentes de la via de sefializacion de insulina a través
de la activacion fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K)/Akt (Modificado de
Karlsson et al.,2007).

Los mecanismos de resistencia a la insulina estan relacionados
directamente con defectos en su via de sefializacién. En la DM2 una
disminucién en la transduccion de la insulina durante la translocacion
de GLUT4 y defectos en la (P1)-3K, afectan directamente el transporte
de glucosa en el muasculo, constituyendo el primer factor que origina
la resistencia a la insulina en esta enfermedad (Krook et al., 2000).

Ademas, defectos en la sefializacion de insulina en (IRS)-1, cuando
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ocurre una disminucion de la fosforilacion, conlleva a la resistencia en
musculo esquelético (Butler et al., 2003). También existe una relacién
de mutaciones monogénicas en componentes tales como (IRS)-1,
Akt2, PI3K con la resistencia a insulina (Fazakerley et al., 2019). Otra
falla en el metabolismo de glucosa mediada por insulina esta
relacionada con la secrecion de esta hormona. La evolucion de este
proceso en la DM2 esta dada por una pérdida en la masa de las
células B, o bien una disfuncién de éstas. Una disminucién en la masa
de las células B esta involucrada en las primeras etapas del desarrollo
de hiperglicemia, donde aun los sujetos presentan un rango normal
de tolerancia a la glucosa (Feinglos et al.,2008). EI mecanismo
principal de esta disminucion ocurre por alteraciones en la apoptosis
celular, que puede ser atribuido asimismo por la hiperglicemia o por
depdésitos amiloides(Butler et al., 2003). Los depdésitos amiloides se
caracterizan por la formacién de fibrillas producidas por la
polimerizacién de los polipéptidos amiloide de los islotes pancreaticos

o0 Amilina (Figura 2).

Figura 2. Microfotografia de un corte transversal de un Islote
pancreatico de un individuo diabético. Se observan células B
pancredticas con depositos amiloideos tefidas con Rojo Congo
(corpusculos marrén intenso) (Westermark ,2011).
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El polipéptido amiloide es secretado junto con la insulina por las
células B pancreaticas y comparte la funcion de inhibir la secrecién del
glucagon, regulando la hiperglucemia post-prandial. En el proceso de
resistencia a insulina se acompafia una hipersecreciéon de amilina,
que induce el aumento de la secrecion de fibrillas amiloideas, las

cuales son téxicas para las células B (figura 3) (Butler et al., 2003).

Figura 3. Agregados de amilina en células beta formando fibrillas
amiloideas de 6-9 nm de didmetro. Se ha observado que en
pacientes con DM2, el area y porcentaje de las células B
pancreédticas se encuentra reducida en los islotes que contienen
depésitos amiloideos, indicando su relacién con la pérdida de masa

de las células (Lorenzo et al.,1994).

El mecanismo de la sintesis de glucosa hepética engloba dos
aspectos importantes. El primero es la gluconeogénesis, que
consiste en la formacion de glucosa a partir del piruvato, y el segundo
la glucogendlisis, donde se obtiene glucosa a partir de glucégeno. En
el desarrollo de DM2, la gluconeogénesis juega un papel importante
en el origen de la hiperglicemia mediada por la insulina. El lactato,
glicerol, alanina y glutamina comprenden el 90% del total de
sustratos necesarios para la gluconeogénesis. A partir del lactato se
genera piruvato, el cual se convierte a oxalato en la mitocondria a
través de una reaccion de carboxilacion. En esta reaccion es
necesaria la acetil-CoA, generada de la - oxidaciéon de éacidos

grasos. Para la salida del oxalacetato de la mitocondria, se requiere
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que este sea descarboxilado y fosforilado, obteniendo
fosfoenolpiruvato gracias a la enzima fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK), enzima que regula el grado de
gluconeogénesis (figura 4). A partir de esta etapa ocurren varias
reacciones de glicolisis reversa, que dan lugar a la sintesis de
fructosa-6-fosfato a partir de fructosa 1,6- difosfato. En esta etapa la
enzima fosfoglucoisomerasa toma esta Ultima molécula como
sustrato para formar Glucosa-6-fosfato (G-6-P). Como producto final
se obtiene glucosa a través de una hidrolisis de G-6-P en el lumen
del reticulo endoplasmatico. Para reconocer el nivel de desarrollo de
la DM es por lo tanto muy importante saber como se regula el
mecanismo que modula la gluconeogénesis por insulina ( Hatting et
al.,2018).
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"%, %, CO, +ATP
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Ciclo carboxilasa
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Figura 4. Vista parcial de la ruta de la gluconeogénesis, en donde se
muestra que el piruvato es convertido a oxalacetato. El oxalacetato es
convertido a fosfoenolpiruvato por la PEPCK (Modificado de Nuttall et
al.,2008).

El control directo de la gluconeogénesis en el higado es mediado por
insulina, pero el efecto en otros tejidos para la regulacion adecuada
de la glucosa puede ser indirecto . En la regulacion de la
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gluconeogénesis participan células a-pancreéticas (productoras de
glucagodn), tejido adiposo, musculo esquelético y el cerebro. En las
células a-pancreéticas, la insulina inhibe la secrecion de glucagon, lo
que produce una disminucion indirecta de la produccion de la glucosa
hepatica. El aumento exacerbado de glucosa hepatica y glucagén por
disminucion de la regulacién de la insulina contribuyen al origen
fisiopatoldgico de la DM2 (Nuttall et al.,2008).

2.1.5 Diagnostico

Para suministrar un tratamiento correcto en las etapas iniciales de
desarrollo de la DM2 y evitar sus complicaciones, hay que establecer
un criterio diagndstico que permita reconocer los factores de riesgo,
causas de la enfermedad, incidencia y prevalencia alas que un sujeto
esta sometido. A continuaciéon, se adjunta una tabla donde se
muestran los criterios de diagndstico para DM de acuerdo con la
American Diabetes Association (American Diabetes Association, ADA
, 2022).

Tabla 1. Criterios de diagndstico de la DM

Criterios de Diagnoéstico para DM (ADA)

Pruebas de Valor de

laboratorio referencia Unidades
Glucosa en

ayunas > 126 mg/dL
Prueba de

tolerancia a la

glucosa (75 gr,2h) =200 mg/dL
HbAlc 26.5 %
Glucosa al azar =200 mg/dL
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En la toma de decisiones sobre el manejo de los sintomas de la DM2,
una herramienta de diagnéstico muy util es la evaluaciéon de los
porcentajes de hemoglobina glicada en sangre. Esta medicién es
importante en la determinacioén de la gravedad de la hiperglicemia e
indica una relacién con enfermedades cardiovasculares. Es primordial
que esta medida de HbAlc se utilice junto con otros criterios de
diagnéstico para reconocer la evolucion de complicaciones, ya que
no los niveles de HbAlc no representan un biomarcador suficiente
para evaluar la eficacia del tratamiento, principalmente porque esta
prueba se realiza generalmente en periodos largos de hasta 6 meses,
lo que dificulta la identificacion de algunos padecimientos
cardiovasculares, los cuales pueden presentarse mas asociados a
los cambios continuos de los niveles de glucosa en sangre
(Ackermann et al., 2011) .Dentro de las ventajas diagnésticas de la
medicion de HblAc frente a otras pruebas de laboratorio,_ sin
emabrgoembargo, se incluyen: a) que no requiere ayuno; y b)que
la prueba permite evaluar el control glicémico con menor variabilidad
(en un periodo de hasta 3 meses), haciendo posible su
estandarizacion por su gran estabilidad analitica. Por otro lado, la
interpretacion de la HbAlc debera considerar que exista una
correlacion bien determinada de glucosa en sangre, y tomando en
cuenta las hemoglobinopatias, la accesibilidad econémica y la
disponibilidad de la prueba (American Diabetes Association, 2022).
Esto ultimo porque se recomienda realizar la prueba de la HbAlc por
lo menos dos veces al afio, lo cual es de masmas dificil acceso en
comparacion con la glucometria dado su mayor costo (Jiang et
al.,2021) .

2.2 Parametros relacionados con el control glicémico

La importancia del control glicémico en el progreso de la DM2 requiere
necesariamente conocer los factores involucrados y cuanto aporta
cada uno al pobre control glicémico. La evaluacion de los niveles de

HbAlc es una medida del grado en que la hemoglobina es glicosilada
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en los eritrocitos y se expresa como el porcentaje de la concentraciéon
total de la hemoglobina, por lo que su medicion es un reflejo de
concentracion de glucosa expuesta a los eritrocitos en un periodo
comprendido de 2 a 3 meses. A la fecha, la medicién de HbAlc en
sangre se ha convertido en uno de los indicadores claves en el
monitoreo del progreso o control de la DM2, sobre todo para evaluar
el riesgo al desarrollo de complicaciones (American Diabetes
Association,2001). Respecto a esto, cuando tenemos niveles de
HbAlc mayores a 7%, hay un riesgo de complicaciones
microvasculares y macrovasculares. En este punto es necesario el
monitoreo de los niveles de HbAlc, puesto que la prevencién de estas
complicaciones, tales como retinopatia, nefropatia, neuropatia y
enfermedades cardiovasculares, ayudaria a evitar el dafio a érganos
vitales como consecuencia del pobre control
glicémico(Haghighatpanah et al., 2018). Por ejemplo, el riesgo de
padecer enfermedad de arteria coronaria en adultos diabéticos
incrementa a 11% por cada aumento del 1% en HbAlc mayor al 6.5%
(Henning et al.,2018); ademas, un valor de HbAlc mayor al 9%, en
pacientes con DM que no presentan enfermedad cardiovascular de
base, esta asociado con riesgo de padecer infarto al miocardio y

sindrome coronario agudo (Vazquez-Benitez et al.,2015).

Dentro de los factores involucrados en el control glicémico en
pacientes que padecen DM2, el desarrollo de complicaciones esta
muy vinculado con el estilo de vida. De acuerdo con un estudio
observacional realizado en pacientes con DM del hospital Metu Karl
Referral en Etiopia (Sheleme et al.,2020), se observé que la poca
adherencia a una dieta controlada y la presencia de sobrepeso u
obesidad se relacionan con un consumo excesivo de carbohidratos y
grasas, produciendo un aumento de la acumulacion de grasa y altos
niveles de glucosa en sangre dando como resultado un pobre control
glicémico. En pacientes obesos existe una menor tasa de oxidacién

de &cidos grasos, lo que induce hiperinsulinemia y un incremento en
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la acumulacién de grasa (Brand-Miller et al.,2002).

Ademas del control de la alimentacién, ligado a la actividad fisica,
produce un efecto en la disminuciéon de los niveles de glucosa y
mejora la sensibilidad a insulina, contribuyendo a la disminucion de
porcentaje de grasa y riesgo de complicaciones cardiovasculares,
ademas del aumento de masa muscular, factores importantes en el

control glicémico (Boulé et al., 2001).

Por otro lado, un tratamiento farmacolégico solo sera adecuado
cuando actue sobre factores concomitantes a la hiperglicemia, tales
como el exceso de produccidon de glucosa hepética, secrecion y
resistencia a la insulina. Queda claro que para llegar a un estado de
normoglicemia es necesaria una mejora en el control glicémico
acompafiado de una dieta controlada y actividad fisica rutinaria. Esto
se observé en un estudio realizado por (Weng et al.,2008), donde
asignando una terapia aleatoria con insulina o agentes
hipoglucemiantes a 382 pacientes de entre 25 y 70 afios, se logro un
estado normo glicémico después de dos semanas, solo aquellos
pacientes tratados con insulina que fueron capaces de aplicar una
buena adherencia a la dieta y a la actividad fisica; estos resultados
se mantuvieron desde el inicio de la normoglicemia y posterior a un

afio de tratamiento.

Ademas de estos factores asociados al estilo de vida, en el
metabolismo de la glucosa se involucran mecanismos de regulacion
glicémica a través de cambios en la transcripcion y modificaciones
post-transcripcionales (Ling & Rénn, 2019). En la actualidad sabemos
que los procesos transcripcionales son una consecuencia de la
desregulacion metabdlica de la glucosa, que como vimos, se relaciona
con la presencia de factores epigenéticos ligados al estilo de vida en
el progreso de la DM2 vy fallas en el control glicémico (Yoon et al.,
2001).

La capacidad del higado de producir o utilizar glucosa es primordial
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para el control glicémico. En un estado de ayuno prolongado, el
organismo obtiene glucosa a través de la gluconeogénesis utilizando
piruvato, lactato, aminoéacidos y glicerol. La compensacion de los
niveles de glucégeno evita cambios en la concentracién de glucosa
en plasma. Gran parte de este glucogeno se sintetiza a partir de una
actividad en conjunto de la glucolisis y gluconeogénesis. En el
glucolisis se sintetizan lipidos a partir de acetil-coA. Estos procesos
involucran hormonas, como el glucagén, que activan factores de
transcripcién y coactivadores que llevan a la expresion de enzimas
propias de la gluconeogénesis mientras que la insulina actia en
contra de este efecto y genera un aumento en la utilizacion de
glucosa. Esta etapa temprana de la regulacién génica y que genes
estén involucrados en el control glicémico es poco conocida, por lo
que su andlisis en la actualidad es causa de interés cientifico y

médico.
2.3 Andlisis transcriptomico
2.3.1 Definicién

Durante la transcripcion se los acidos ribonucleicos (ARN) se copian
a partir del genoma, resultando en secuencias codificantes y no
codificantes de proteinas. Después de la transcripcion, los
precursores de ARN son procesados y empalmados para obtener
transcritos de ARN mensajero (ARNm) maduros. Estos transcritos
estan compuestos de regiones 5’ no traducidas (5’-UTR por sus siglas
en inglés), regiones 3’ no traducidas (3’-UTR por sus siglas en inglés),
y regiones codificantes (marco de lectura abierto u ORF, por sus
siglas en inglés) que dan origen a las proteinas. En el estudio de los
mecanismos moleculares que determinan la fisiopatologia de una
enfermedad, el andlisis de la expresion génica es una herramienta
muy (til para identificar los mecanismos y procesos bioldgicos de la
enfermedad (Terabayashi et al., 2020). La transcriptomica engloba el

andlisis de la expresion diferencial de estos ARNm para analizar si su
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expresion corresponde a una huella transcripcional distintiva asociada
a algun padecimiento o enfermedad, o con alguna otra condicién que
pudiera diferencia molecularmente a un sujeto enfermo respecto de
uno sano. Estos perfiles transcripcionales diferenciales identifican
genes candidatos a biomarcadores de enfermedad(Liang et al.,2013).
La transcriptomica incluye ademas del andlisis de la transcripcion
diferencial, la evaluacion de los niveles de expresion, funcién,
localizacion, nivel de degradacion y tréafico de los transcritos de ARN,
ya sea de microARNs (miARNSs), diferentes tipos de ARN largo no
codificante (ARNIn), y ARNm(Milward et al., 2016). Ademas, la
transcriptomica brinda informaciéon sobre la regulacién génica del
RNAm ligada a la respuesta a un estimulo determinado, es decir,
identifica los cambios que ocurren en la transcripcion por dicho
estimulo (Wu et al.,2017). Una herramienta en el andlisis
transcriptomico cominmente utilizada es la técnica de analisis de
microarreglos__de expresion. Los ensayos de hibridacion a
microarreglos de expresion son utilizados para identificar
transcriptomas diferenciales en una muestra de RNA a través de la
hibridacién de las sondas ligadas covalentemente a una fase soélida.
En los microarreglos, estas sondas son disefiadas especificamente
para el fragmento de ADN complementario (cDNA), generado del
ARN y su hibridacion, lo cual se cuantifica a través de la intensidad
que refleja la incorporacion de un marcador fluorescente a la cadena
naciente de cDNA amplificado. La sefial es capturada y procesada en
un software especifico que determina la abundancia relativa de los
amplificados de cDNA(Liang et al., 2013). La técnica de microarreglos
brinda un conocimiento amplio de los cambios globales de expresion
del genoma humano usando un pequefio nimero de muestras
(“training set”) . Por su parte, la reaccion en cadena de la polimerasa
cuantitativa (qPCR), permite validar los resultados del analisis
transcriptomico de microarreglos aplicado a un mayor nimero de

muestras (“test set”), por lo que representa la técnica complementaria
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y de eleccion para la validacion y cuantificacion de la expresion
relativa (o absoluta) de los transcritos identificados en los ensayos de
microarreglos, brindando informacién sobre la abundancia de mRNA

en las muestras analizadas (Cocolin & Rantsiou, 2014).
2.3.2 Aplicaciones del andlisis transcriptomico en diagnostico clinico

En el campo de investigacion de biomarcadores candidatos para el
pronéstico y diagndstico clinico en diversas enfermedades, los
avances en las tecnologias de andlisis de expresion génica son de
suma relevancia. La seleccion de los biomarcadores capaces de
discriminar entre los estados de salud y enfermedad, asi como entre
los distintos estadios de una enfermedad, permiten la deteccion
temprana de los eventos moleculares involucrados con el desarrollo
de los padecimientos (Wu et al.,2017). Mas aln, la expresion génica
también puede ser utilizada en el prondstico de la enfermedad o el
efecto de un tratamiento; por ejemplo, el grado de agresividad de las
células tumorales puede ser inferida de acuerdo con la actividad y
grado de expresion génica. Asi también el andlisis transcriptomico por
microarreglos y su validacion por gPCR pueden ser enfocados a la
identificacion y validacion de genes candidatos a biomarcadores. En
la figura 5 se muestra el desarrollo del perfil de expresion génica a

gran escala.
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Figura 5. Proceso para la obtencion de un perfil expresién génica. a)

Andlisis de la expresion génica del genoma completo de la muestra.
b). Con la utilizacion de bioinformatica se hace un andlisis de los
cambios de expresion de los genes identificados con parametros
clinicos. C). Posteriormente se hace la evaluacion independiente de
cada gen identificado con un resultado clinico conocido d). Evaluacién
del desempefio en comparacién con los parametros clinicos
aceptados e). Aprobacién regulatoria por institucion responsable de
regulacion f). Implementacion clinica de las pruebas aprobadas.
(Modificado de Majewski & Bernards, 2011).

La estrategia de hibridacién a microarreglos y qPCR estan siendo
aplicadas a un gran namero de estudios sobre biomarcadores utiles
en clinica, particularmente analizando el desarrollo de oncogénesis y
aplicado a identificar los mecanismos de vias de activacion tumoral.
Asi también la cuantificacion de la expresion génica a través de la
secuenciacion de transcriptomas completos ha permitido observar

patrones alterados en el RNAm asociados al desarrollo de otras
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enfermedades (Shah et al., 2009). Un ejemplo de la asociacion de
cambios en la expresién y el desarrollo de cancer se ha visto con los
oncogenes KRAS, BRAF y PIK3CA, cuya sobreexpresion en cancer
de colon se relaciona con la resistencia al receptor del factor de
crecimiento epidérmico, lo que lleva a modificaciones epigenéticas en
esta via de sefializacion(Sartore-Bianchi et al., 2009).

Otro ejemplo claro de la utilizacion de la transcriptomica en el estudio
de vias de sefializacion comprende el descubrimiento de la
inactivacién del gen Pkd1 en la enfermedad poliquistica renal, lo cual
lleva a la progresion rapida de la enfermedad. En este caso se
identificaron genes diferencialmente expresados en el estado previo
al desarrollo de quistes, observando ademas que la alteracion
transcriptomica conlleva a la pérdida de Pkdl. Ademas, se
identificaron genes con mutaciones que fueron diferencialmente
expresados antes de la formacion de los quistes, lo que sugiere una
regulacion negativa de las vias metabdlicas (Terabayashi et al., 2020)

El progreso de enfermedades que llevan asociadas alteraciones en el
metabolismo ha sido ampliamente estudiado con transcriptomica. Por
ejemplo, en un estudio realizado por Skol y colaboradores (Skol et
al.,2020) se identificaron genes expresados diferencialmente en
individuos con DM1, con y sin retinopatia, por medio del andlisis de la
respuesta transcripcional, identificando ademas que la actividad del
gen de la foliculina tiene una mayor expresién cuando ocurre un
aumento de los niveles de glucosa en sangre. En enfermedades
metabdlicas complejas, tales como DM2 y la obesidad, existe un
espectro amplio de variantes genéticas, cada una con una posible
funcién biolégica particular. La conjuncion de tecnologias de
transcriptomica y de genotipificacion han permitido la integracion del
estudio molecular de la DM2 y analizar sus mecanismos
fisiopatoldgicos, asi como entender las modificaciones influenciadas
por factores ambientales y variables epigenéticas. Con este tipo de

andlisis se han identificado genes que influyen en el riesgo de padecer
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DM2 e implicados en el desarrroledesarrollo de complicaciones.
Varios estudios han demostrado que la transcriptomica es una
herramienta Gtil en la identificacion de factores genéticos y
ambientales involucrados en la fisiopatologia de la DM2. La
informacion obtenida indica que para identificar el riesgo genético hay
que conocer las vias bioldgicas implicadas en DM2 y obesidad, las
cuales pueden tener mecanismos diferentes dentro de la misma
enfermedad. Asi, algunas causas asociadas con los estadios de
desarrollo de DM2, como pudieran ser la pérdida de la masa de
células beta pancreaticas, el metabolismo de carbohidratos, la
apoptosis o la respuesta autoinmune han sido estudiadas con esta
estrategia. Por ejemplo, la identificacion de biomarcadores de
expresion que pudieran estar asociados con el progreso de la DM2
pueden permitir en un futuro cercano su utilizacion en el diagndstico
temprano de la enfermedad (Diabetes Mellitus Interagency

Coordinating Committee,2011).

Varios estudios han demostrado que existe una conexién sustancial
entre la predisposicion genética y el desarrollo de DM2. Algunos de
los genes estudiados en esta asociacién incluyen a TCF7L2, PPARG,
FTO, KCNJ11, NOTCH2, WFS1, CDKAL1, IGF2BP2, SLC30A8,
JAZF1, HHEX y KCNJ11, por mencionar algunos, los cuales estan
estrechamente relacionados con los mecanismos que determinan la
enfermedad, pero también con algunas condiciones como la
obesidad, hipertension, niveles altos de colesterol, dietas altas en

carbohidratos y un estilo de vida sedentario (Olokoba et al.,2012).

Como se menciond anteriormente, estos factores influyen
estrechamente en el control glicémico, por lo que hay que tener
cuidado con el fondo genético en distintas poblaciones estudiadas,
ya que, por ejemplo, existen diferencias claras de expresion génica
entre poblaciones sajonas, afroamericanas y mestizas
latinoamericanas, lo que explicaria las diferencias encontradas en

varios estudios con diferentes poblaciones. En resumen, se puede
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monitorear la expresion de ciertos genes con el control glicémico
relacionada a procesos inmunoldgicos, regulacion metabdlica y

lipidica, replicacién y dafio del DNA.

Como lo ha demostrado el grupo de Tfaile Corbi y colaboradores
(Corbi et al., 2017), la metodologia de microarreglos ha permitido
saber que los genes HLA-DQALl y HLA-DQB1 estanestan sobre-
expresados en pacientes sudamericanos con buen control glicémico.
Resulta relevante saber que estos genes de respuesta inmune
estenestén involucrados en el metabolismo de carbohidratos,
considerando que estan relacionados con quimiotaxis leucocitaria,
sefializacién de proteinas G y expresion de IL-17. Particularmente,
esto sugiere que la sobreexpresion de HLA-DQA1 y HLA-DQBL1 en
pacientes con buen control glicémico es necesaria para que ocurra un
mejor control de la inflamacién de bajo grado observada en pacientes
con DM2. En contraparte, en nuestro grupo hemos identificado con
andlisis de expresibn de microarreglos, algunos genes
sebreexpresadossobre expresados en poblacion mexicana con DM2
con pobre control glicémico, los cuales parecen ser especificos y
capaces de identificar cambios transcripcionales asociados con la
evolucién temprana de esta enfermedad en sujetos mexicanos. De
acuerdo con este mismo autor, (Corbi et al.,2017) algunos de estos
genes como SOCS1, son considerados parte del inmunometabolismo
ya que estan relacionados con la respuesta inflamatoria de bajo grado
en DM2, al estar relacionados con la sefializaciéon de IL-7 en linfocitos
B, con el metabolismo de lipidos y con las vias de sefializacién de la
insulina. Otra compilacion de genes candidatos identificados
asociados con el buen control glicémico incluyen: CCDN3, CEBPD y
MAP2K5. En donde el gen CCDN3 est4 asociado con la expresion de
IL-5y de IGF-1, asi como de CEBPD que esta asociado con IL-6 y IL-
7,y de MAP2K5 que ligado con linfocitos T. Estos datos concuerdan
con la caracteristica inflamatoria alterada de bajo grado que se

observa en la DM2.

37



De estos datos se puede concluir que el conocimiento de las
alteraciones en las vias bioldgicas funcionales por andlisis génico de
muestras de sangre de pacientes con DM2, es esencial para el
descubrimiento de biomarcadores candidatos (Keating & EI-Osta,
2013). Estudios de transcriptomica en DM2 que han sido
desarrollados previamente por nuestro grupo en poblacion mexicana
han arrojado una lista de 71 genes candidatos que estan sobre-
expresados en pacientes con DM2 de pobre control glicémico, por lo
cual es importante corroborar por gPCR en un grupo mayor de
sujetos (test set), su relacién con la evoluciéon temprana de DM2 y
el desarrollo de sus complicaciones (considerando el aumento en los
niveles de HbAcl), en pacientes con DM2 de pobre control glicémico
(Oropeza et al., 2023). Este proyecto pretendié corroborar la
sobrexpresién de algunos de estos 71 genes mediante gPCR,
considerando para ello varios grupos de sujetos con y sin DM2. Les
genesa-analizarLos genes para analizar son distintes-diferentes a los

observados en otras poblaciones de fondo genético distinto al nuestro.

Se buscod ademas saber eemecomo la expresion de estos genes
correlaciona con los niveles de HbAc1, considerando que el aumento
en los niveles de hemoglobina glicada correlacionan con la evolucion
de DM2.

2.3.3 Transcriptoma asociado a Diabetes Mellitus tipo 2 de pobre

control glicémico

Nuestro grupo identific6 previamente un perfil transcripcional en
sangre de pacientes adultos ,hombres y mujeres entre 30 y 60 afios,
con pobre control glicémico (PDM2), cuando se compararon sus
transcriptomas contra los de pacientes con DM2 de adecuado control
glicémico (DM2), previamente substrayendo la expresion basal en un
grupo de sujetos aparentemente sanos sin DM2 (Ctrl); esos estudios
utilizaron analisis de hibridacion a microarreglos de expresion que
contenian 44 mil sondas con secuencias del genoma humano
(Whole Human Genome Oligo Microarray Kit, 4 x 44K, Agilent
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Technologies, USA). En la figura 6 se muestra el mapa de calor
generado de este andlisis considerando la expresién diferencial entre

los grupos de estudio antes mencionados.

PDM2 DoMm2 CTRL

Figura 6. Mapa de calor mostrando un arreglo jerarquico de grupos de
genes diferencialmente expresados analizados por microarreglos de
expresién en grupos de sujetos con DM2, PDM2 y Ctrl. Se muestra un
diagrama comparativo de genes inducidos (rojo) y genes reprimidos
(verde) respecto a controles sanos. Los genes sin cambio en

expresién se muestran en negro (Oropeza et al.,20244).-

Posteriormente, se realizd la identificacion de los genes
diferencialmente expresados con diferencias significativas entre esos
grupos de sujetos. En la figura 7 se muestra un Diagrama de Venn
agrupando a los genes inducidos de acuerdo con los cambios en
expresion relativa (o fold change mayor a 2) respecto a un grupo
control , utilizando una p<0.05 de significancia en la comparacion

entre los diferentes grupos de pacientes con DM2 con respecto a un
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grupo de sujetos con DM2 de pobre control glicémico, restando la
expresion basal del grupo control. (con pobre control glicémico

(Oropeza-Valdez et al., 20240repeza-ValdezJJ—et—al—Arch-Med
Pes—2022)

Genes
sobreexpresados
DM2

Figura 7. Diagrama de Venn mostrando genes expresados
diferencialmente en los grupos DM2 y PDM2. Se muestra un diagrama
comparativo de genes inducidos en cada grupo (Fold Change>2 y
p<0.05) restando la expresion basal del grupo de controles sanos.
(Modificado de Oropeza et al., 2023)

Con este procedimiento y la validacién estadistica de las diferencias,
se identificod un perfil transcripcional diferencial compuesto de 71
genes inducidos en el grupo de DM2 con pobre control glicémico
(PDM2). Estos genes diferencialmente expresados se muestran en la
tabla 2, indicando el nombre, la descripcion, el valor de la p a un
intervalo de confianza del 95% vy las diferencias de expresion (fold

change) (Oropeza et al., 2023).

Tabla 2. Lista de los genes sobre-expresados en PDM2, con respecto
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a pacientes DM2 y sujetos sin DM2 (Controles). Se enlista la
abreviatura de cada gen, su funcion biol6gica, Fold Change > 2 y el
valor de p < 0.05 (Oropeza et al., 2023).
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Gen Descripcion P FC
UPF0171 proteina C160rf35 (alfa-

C160rf35 globina proteina génica que contiene 0.00018 4.53
un elemento regulador)

NPRL3 Subunidad compleja GATOR1 0.0002 4.5
ECSIT ECSIT homologa (Drosophila) 0.00029 2.77
Proteina lisosomal de interacciéon con
RILP RAB 0.00055 3.05
KIAA0040 Homo sapiens KIAA0040 (KIAA0040) 0.00072 3.59
Miembro G del receptor acoplado a
MRGPRG proteina G relacionado con MAS 0.00157 2.86
Familia con similitud de secuencia
FAM100A 100,miembro A 0001755 02
Clorf229 Proteina no caracterizada Clorf229 0.00212 3.12

dolicil-fosfato manosiltransferasa
DPM2 polipéptido 2, subunidad regulatoria 0.00243 3.15
UBXNG6 Proteina 6 del dominio UBX 0.00254 3.19
Proteina de union a GATA 1 (factor de
GATA1 transcripcion de globina 1) 0.00275 2.77
GP9 Glicoproteina IX (plaqueta) 0.00304 3.55
Factor de iniciacion de la traduccion
dependiente del complejo de unién
KIAA0427 CAP;CTIF. 0.00313 2.82
RBM38 Proteina 38 con motivo de unién a RNA 0.00336 3.42
NFE2 Factor Nuclear (derivado de eritroide 2) 0.00384 2.83
UNCX UNC caja de inicio 0.00386 5.44
ELOF1 Factor de elongacioén 1 0.00496 3.13
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SLC25A37

STK11

NDUFAF3

TREML1

RGS10

CMTM5

ANKRD9
PRDX5
CISD3

FIS1

TMEM149
KIAA1841

DNAJB2

KLC3
PLK3
CDC34

SCARF2

TGM2

THEMS

Familia de acarreadoras 25, miembro
37

Serinaltreonina cinasa 11

NADH deshidrogenasa (ubiquinona) 1
subcomplejo alfa, factor de montaje 3
Receptor desencadenante expresado
en células mieloides 1

Regulador de Ila sefalizacién de
proteina G 10

Dominio de transmembrane MARVEL
similar a CKLF

Dominio de repeticion ankyrin 9
Peroxirredoxina 5

Dominio hierro azufre 3 CDGSH
Homdlogo de la fission 1 (membrana
externa mitocondrial)

Proteina de transmembrana 149

BTB Dominio regulador de la RSE
Homélogo de DnaJ, subfamilia B,
miembro 2

Cadena ligera de kinesina 3

Cinasa tipo polo 3

Ciclo de division cellular 34 homélogo
Receptor depurador clase F, miembro
2

Transglutaminasa 2 (polipéptido C,
proteina glutamina-gamma-
glutamiltransferasa)

Miembro 5 de la superfamilia de las
tioesterasas

0.00564

0.00609

0.00632

0.00706

0.00732

0.00827

0.00834
0.00946
0.0104

0.01043

0.01045
0.01089

0.0112

0.0113
0.01145
0.0136

0.01397

0.01667

0.02044

3.18

291

2.74

2.75

2.96

3.17

3.01
2.81
3.21

3.01

3.25
3.13

2.78

3.1
3.27
2.96

3.13

3.59

3.58
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expresados en el grupo de PDM2, incluyendo a: NPRL3, GP9, DPM2,
SLC25A37 y RGS10, los cuales no fueron sobre-expresados en los
sujetos con DM2 de buen control ni en los sujetos aparentemente
sanos (Ctrl). Estos genes se seleccionaron considerando sus
funciones ontolégicas en los procesos metabdlicos y en respuesta
infamatoria en humanos. Este trabajo evalu6 por qPCR los niveles de
expresion relativa de los genes y analizé el grado de correlacién de la
expresion de cada gen con el aumento en los niveles de HbAcl de
cada sujeto, que es el parametro de control glicémico mas utilizado
hoy en dia. La seleccion de estos genes consider6 entonces su
categoria funcional y su posible papel en DM2, asi como la
significancia estadistica de las diferencias en expresion entre los

diferentes grupos analizado.
2.3.3.1 Gen NPRL3

El gen NPRL3 codifica para una proteina similar al regulador de
permeasa de nitrégeno 3, una subunidad del complejo GATOR, que
regula la via de sefializacion de mTOR. El complejo GATOR esta
compuesto por Npri2, Npri3 y ImI1/DEPDCS, tiene una actividad GAP
que libera TORCL1 del lisosoma para inhibir su actividad. El complejo
GATOR?2 interactta con el complejo GATOR1 y promueve la actividad
de TORC1 (Zhou et al.,2021). En un estudio realizado por Fang y cols,
se encontré que las B-arrestinas ARRB1 y ARRB2 regulan la
expresion de NPRL3, y estéa relacionado con respuestas inflamatorias.
Ademéds, la expresién de Nprl3 mejoré la expresion de genes
marcadores proinflamatorios (IL6, IL1b, TNFO, y NOS2), asi como la
activacion de p65 y STAT1 (Fang et al.,2021).

2.3.3.2 Gen GP9

El gen GP9 (glicoproteina IX) codifica la subunidad de un complejo

glicoproteico de la membrana de la superficie de las plaguetas, siendo
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un receptor para el factor de Von Willebrand, para regular la
hemostasia después de una lesién. Las variantes de GP9 se asocian
con el sindrome de Bernard-Soulier, tipo C (Gentilini et al.,2019),
caracterizado por plaquetas gigantes y deficiencia en coagulacion. Un
estudio de analisis génico sobre osteoartritis y sindrome metabélico
por Xiang J., encontré6 que el gen GP9 estd involucrado en la
activacion plaquetaria y defectos en su expresion podrian provocar
trombocitopenia, ademas de estar involucrado en vias de sefializacion
GP1b-IX-V y diferenciaciébn celular hematopoyética (Jiang et
al.,2021). Ademas, una alteracion en la expresion de GP9 se ha
asociado con dislipidemia, inflamacion obesidad y envejecimiento
(Kifer et al., 2021).

2.3.3.3 Gen DPM2

La sintasa de dolicol-fosfato-manosa (DPM) actia donando cuatro
residuos de manosa en los precursores de los N-glicanos dentro del
lumen del reticulo endoplasmético y de 3 residuos de manosa en el
glicosilfosfatidilinositol. DPM se sintetiza de la GDP-Manosa y del
dolicilfosfato (Dol-P) en el citosol del reticulo endoplasmatico,
posteriormente es translocado por una flipasa al lumen del reticulo
endoplasmético (Maeda et al.,1998). La DPM consta de tres
subunidades, DPM1, DPM2 y DPM3. DPML1 es la unidad catalitica,
mientras que DPM2 y DPM3 son subunidades regulatorias y de
anclaje respectivamente. Mutaciones en cualquiera de estas
subunidades pueden llevar a desordenes congénitos de glicosilacion
(DCG). Los DCG son desordenes que consisten en defectos en la N-
glicosilaciéon de proteinas vy lipidos, la mayoria de los sintomas se
presentan en la infancia y se presentan como retraso severo,
hipotonia, enfermedad multisistémica hasta hipoglicemia y pérdida
anormal de proteinas del tubo digestivo (enteropatia). Un tipo de estos
desordenes estan relacionados con alteraciones en la expresion de la
DPM2 (Radenkovic et al.,2021). Barone. R y cols. (Barone et

al.,2012), identificaron un desorden DPM2-CDG en tres pacientes que
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presentaban hipotonia severa, debilidad muscular progresiva, niveles
de CK elevados, ausencia de desarrollo psicomotor y epilepsia. En
este estudio se identificaron deficiencias de esta subunidad en los
fibroblastos, lo que se caracteriza por la acumulacion de Dol-PP-
GIcNAc2Man5 y ocasiona un defecto en la N-glicosilacion y O-
glicosilacion. Actualmente no existen estudios que relacionen
alteraciones del gen DPM2 en DM2, sin embargo, una alteracion en
la N-glicosilacion del transportador GLUT2 que se encuentra en las
células beta pancreédticas puede llevar a una deficiencia en la

secrecion de insulina (Ohtsubo et al.,2005).
2.3.3.4 Gen SLC25A37

La mitoferria 1 (SLC25A37), es un miembro de proteinas
acarreadoras solubles localizadas en la membrana interna de la
mitocondria, la cual funciona como un importador de hierro en la
sintesis del grupo hemo en los eritroblastos (Chen et al.,2009). En
un estudio realizado por Yang y cols (2021) , se encontré que el gen
SLC25A37 esta involucrado en la infiltracion de células de la
respuesta inmune en la enfermedad de arteria coronaria, el cual tiene
sitios de union a RelB, un efector de la via de sefializacion NFk-3
(Yang et al.,2021). Ademas, se ha encontrado que SLC25A37 regula
procesos de apoptosis y proliferacion en carcinoma a través del

canal de hierro en la mitocondria (Ni et al.,2020).
2.3.3.5 Gen RGS10

El regulador de sefializacion de proteina G (RGS) son proteinas
activadoras de GTPasa que regulan negativamente la sefializacion
de los receptores acoplados a proteinas G al asociarse con las
subunidades Gai. Alteraciones en los miembros de esta familia de
proteinas estan asociados con obesidad, inflamacion y pérdida de la
sensibilidad a insulina (Fang et al.,2019). El regulador de
sefializacién de proteina G 10 (RGS10) actia como un regulador

negativo de la respuesta inflamatoria de (NF)-kB, disminuyendo la
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produccion de citocinas proinflamatorias (Lee et al.,2011). En
ratones knockout RGS10, se mostr6 una expresion génica
desregulada mostrando una elevacion en el factor de necrosis
tumoral (TNF) y las interleucinas (IL)-183, IL-6,IL-10,IL-12. (Lee et
al.,2008).
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3. Hipétesis

La sobreexpresion relativa de NPLR3, GP9, DPM2, SLC25A37, RGS10
correlaciona con la elevacion de hemoglobina glicada en pacientes con

DM2 con pobre control glicémico.
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4 Objetivos
4.1 General

Evaluar la correlacién entre la expresiéon de los genes NPLR3, GP9,
DPM2, SLC25A37, RGS10 con los niveles de hemoglobina glicada en

pacientes con y sin diabetes mellitus tipo 2.
4.2 Particulares

4.2.1.- Medir y comparar los niveles de expresion relativa de NPLR3,
GP9, DPM2, SLC25A37, RGS10 en sujetos sin diabetes, sujetos
prediabéticos, pacientes con DM2 con buen control glicémico y
pacientes con DM2 con pobre control glicémico clasificados de acuerdo
con la ADA.

4.2.2.- Realizar un analisis de correlacién entre la expresion de los
biomarcadores con diferencias estadisticamente significativas y los
niveles de HbAlc.

4.3 Profesionalizantes

4.3.1.- Adquirir entrenamiento para los procedimientos de toma de
muestra, manejo de cadena fria, establecimiento de un biobanco y todo
el manejo de muestras bioldgicas para su conservacion y manejo en el

area molecular.

4.3.2.- Adquirir entrenamiento practico sobre técnicas moleculares para
realizar el analisis de expresion relativa de genes mediante ensayos de
gPCR.

4.3.3.- Aprender el analisis de validacion estadistica de los resultados

de expresion relativa obtenidos por gPCR.
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5. Metodologia
5.1 Disefio

Estudio prospectivo transversal analitico para evaluar los niveles de
expresion relativa de NPLR3, GP9, DPM2, SLC25A37, RGS10 en
sangre total de sujetos con DM2 y su correlacion con los niveles de
HbAlc para definir si la sobreexpresion de estos genes esta asociada

con el pobre control glicémico.
5.1.1 Definicion del Universo.

El estudio considerd individuos que presentan un diagnéstico clinico de
DM2 y que podrian o no presentar caracteristicas de hiperglicemia y
porcentajes elevados de HbAlc. Se usaron muestras de sujetos
aparentemente sanos como controles y sujetos con diagnostico de pre-
diabetes. Los pacientes fueron reclutados del Hospital Regional 2 del
IMSS en Querétaro y del Hospital General no 4 del IMSS de Celaya.

5.1.2 Tamaiio de muestra

El tamafio de muestra para este estudio consider6 4 grupos de 20
sujetos cada uno, considerando un total de 80 sujetos seleccionados
con acuerdo a criterios robustos de inclusién predeterminados. Al ser un
estudio observacional, no experimental y sin intervencién, en primera

instancia no requiere de un célculo de tamafio de muestra.
5.1.3 Criterios de inclusion

Se incluyeron muestras de sujetos que firmaron la carta de
consentimiento; se incluyeron adultos de cualquier género, de 18 a 65
afios, pareados por edad y sexo. Los grupos de estudio a considerar

fueron los siguientes:
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Tabla 3. Niveles de Glucosa y HbAlc utilizados como criterios de
inclusion para los grupos de estudio

Grupo de Glucosa HbAlc (%)
estudio (mg/dL)

Control (Ctrl) <100 <57
Prediabéticos 101 -125 57-6.4
(Pre-DM2)

DM2 buen 126 - 154 6.5-8
control

glicémico

(BCDM2)

DM2 mal control > 180 >8
glicémico

(PDM2)

5.1.4 Criterios de exclusion

Se excluyeron sujetos que presentaban las siguientes caracteristicas:
Mujeres con diagnostico de ovario poliquistico; Mujeres embarazadas;
Pacientes con VIH; Pacientes hospitalizados graves; Pacientes con
obesidad severa (IMC > 40); Pacientes con anemia Yy

hemoglobinopatias; Pacientes con padecimientos psiquiatricos.
5.1.5 Criterios de eliminacion

Se eliminaron del estudio a sujetos que no quisieron continuar en el

estudio. AdemasAdemas, se eliminaron las muestras de sujetos que

presentaron hemolisis o que fueron insuficientes para obtener los
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resultados minimos requeridos.

5.1.6 Definicién de variables y unidades de medida

A continuacién, se muestra una tabla que considera las variables
aplicables al estudio considerando las unidades de medida requeridas

para su inclusion.

Tabla 4. Variables operacionales del estudio

Variable Definicion Variables Tipo de Escala de
Operacionales variable medicion
Control Pobre Porcentajes Cuantitativa  Continua
glicémico control
glicémico
Buen Porcentajes Cuantitativa  Continua
control
glicémico
Expresioén Valores Expresion Cuantitativa  Continua
relativa de AACt relativa
NPLR3, GP9,
DPM2,
SLC25A37 y
RGS10

5.2 Fuentes, métodos, técnicas y procedimientos de recoleccion de la

informacion
5.2.1 Obtencién de muestras sanguineas

Las muestras de sangre periférica de los grupos sanos, preDM2, DM2

52



con buen control glicémico (BCDM2) y diabéticos con pobre control
glicémico (PDM2), se obtuvieron en el laboratorio Clinico del Hospital
Regional de Zona 2 (HGR2, IMSS), bajo la supervision de la Dra.
Carolina Serrano, jefa de laboratorio del HGR2, de pacientes
derechohabientes del IMSS previamente evaluados y seleccionados
por el médico internista Martin Reyna, considerando los criterios de
inclusion establecidos por la ADA. Ademas, las muestras de sangre
periférica de cada uno de los grupos también se obtuvieron del Hospital
General 4 de Celaya (HGZ4 , IMSS). Se tomaron muestras de sangre
venosa periférica de cada sujeto incluido en el estudio, utilizando 3
tubos vacutainer de 4 ml con EDTA (Becton Dickinson Diagnostics,
USA), y 3 tubos vacutainer sin anticoagulante. Estas muestras fueron
utilizadas para la evaluaciéon de HbAlc (%) y glucosa (mg/dL). Ademas,
se preservo suero que podria ser utilizado en estudios futuros, con el
consentimiento de los sujetos de estudio, descrito previamente en el
consentimiento informado. Para inhibir la degradacién del RNA total, a
cada tubo con las muestras de sangre total con EDTA se les agrego
inmediatamente a su obtencién 1 ml de RNALater (Thermo Fisher
Scientific, USA), que es un inhibidor competitivo y estable de la actividad
de RNAsas, para proteger la integridad de las muestras durante su
obtencion, manejo, almacenaje y procesamiento. Las muestras de

sangre con EDTA/RNALater fueron almacenadas a -20 °C hasta su uso.
5.2.2 Aspectos éticos

De acuerdo con el reglamento de la Ley General de Salud en Materia
de Investigacion se considera un estudio de categoria B, con riesgo
minimo para el paciente. No incluyé poblacion vulnerable. Los
procedimientos se apegan a las normas éticas y reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud (Ley

General de Salud en materia de investigacion para la Salud, 2013) y de
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la declaracion de Helsinki (World Medical Association,2013). Para la
toma de muestras de humanos se solicitd el consentimiento informado
de los sujetos de estudio (ANEXO 2) en el cual se describen riesgos y
beneficios para los participantes y sociedad, asi como para garantizar
la confidencialidad de los datos que proporcionen para realizar la
investigacion del perfil socioecondémico de la poblacion estudiada. Se
solicitd consentimiento para la conservacion de material bioldgico el cual
se almacend en condiciones adecuadas para estudios futuros. Estos
estudios futuros podrian ser ensayos de ELISA y de tiras reactivas para
evaluar los productos (proteinas) producidas por estos genes en suero
de los pacientes reclutados y muestras prospectivas. Eso permitiria
verificar los resultados y permitiria tener un banco de muestras para
poder estandarizar ensayos diagndsticos/prondsticos. Toda la
informacién generada en reportes de laboratorio, y publicaciones se

realiz6 manteniendo la confidencialidad de los sujetos de estudio.

5.2.3 Purificacion, cuantificacion y evaluacién de la integridad del RNA

total a partir de sangre total de humanos

La extraccion de RNA se realizé utilizando el kit de extraccion “Quick-
RNA Miniprep plus kit (Zymo Research, USA). Este contiene un buffer
de lisis, que se agreg6 para obtener un lisado celular. El lisado se
precipité con etanol absoluto y posteriormente se sometidé a una
columna de silice Zymo Spin lICG Column (incluida en el kit). Se hizo
un tratamiento con DNasa | (incluida en el kit) y se continué con los
lavados correspondientes, finalmente eluyendo 50 pyl de RNA de la
columna con agua libre de RNAsas mediante centrifugacion en un tubo
estéril libre de RNAsas. Este procedimiento se estandariz6 para todas
las muestras del estudio. Adicionalmente, se realiz6é un tratamiento con
Dnasa | (Thermo Scientific, USA), a partir de 1 ug de RNA. El RNA se
almacend a -70 °C.
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Se calculé la concentracion de RNA en ug/mL midiendo la densidad
Optica a una longitud de onda de 260 nm, utilizando el espectrofotometro
de microplacas Multiskan SkyGO (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.). La
integridad del RNA se evalud en todas las muestras por electroforesis
en gel de agarosa, evaluando visualmente las bandas de RNA
ribosomal 18S y 28S. Unicamente las muestras con integridad de RNA
adecuada (relacion 2 a 1 bandas 28S/18S) fueron consideradas para la
sintesis del DNA complementario (cDNA), utilizado posteriormente en la

amplificacién por gPCR.
5.2.4 Sintesis de cDNA.

Una vez asegurada la cantidad, pureza y calidad del RNA extraido, se
realizé la sintesis de cDNA. Se utilizaron 0.25 ug de cada muestra para
realizar la sintesis del cDNA, usando el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcriptase (Thermo Scientific, USA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Primero, se ajusto el volumen de cada muestra de RNA a 10
pl (0.25 ug/mL). Para la sintesis de cDNA, se utiliz6 un mastermix que
contenia todos los componentes de la reaccion de retrotranscripcion
(enzima, dNTPs, random primers y buffer 10X). Se utilizaron 1 pl de la
enzima Multiscribe Reverse Transcriptase (50 U/ pl) (ThermoScientific,
USA). Se utiliz6 bajo las siguientes condiciones de incubacion: 25°C por
10 minutos, 37°C por 120 minutos y 85°C por 5 minutos. Finalmente, se
cuantific6 el cDNA de cada muestra utilizando el Multiskan SkyGO
(Thermo Fisher Scientific, USA).

5.2.5 Disefio de Oligonucleétidos

El disefio de los oligonucleétidos utilizados en la reaccién de gPCR se
hizo a través de la herramienta de disefio de primers “Primer-Blast” de
NCBI. Las secuencias seleccionadas se mandaron a sintetizar a una
escala de 100 nmol y pureza HPLC en T40ligo ADN Artificial S. DE R.L.

55



DE C.V. Las especificaciones y secuencias se indican en la tabla 4.

Tabla 5. Caracteristicas de los oligonucleétidos

Tm

Gen Oligo Secuencia Melting %GC

F CCAGACATGGGTTGATCACCTAGA 66.6 50
NPRL3 R GGGCCTGCCCAGACAAGATTT 68.2 57.1

F GCCAACAACAGCCTTCAGTC 64.7 55
GP9 R CAGGGGTTCTGCGTCACAT 65.3 57.9

F TATGTGGCCTTTCTGGTCTGTG 65.4 50
DPM2 R CTGAGCCTTCTTGGTCACTCT 64.6 524

F ACATGAGCCCCCAAAAAGCC 66.5 55
RGS10 R ATGATAAACCCGGCACGGTC 65.6 55

F TTTCCCTGTGCAGTCTAGGG 64.4 55
SLC25A37 R AGATAGGCCTGGCTCTTGTC 64.3 55

F GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 65.6 54.5
GADPH R ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA 69.5 54.5

Se prepar6 un stock de almacenaje a 200 uM uM--en alicuotas de 100

ulul , y se prepararon alicuotas de trabajo de 20 4uM en alicuotas de

50 uLuk para utilizarse en la reaccion de qPCR.

5.2.6 Ensayos de amplificacion por gPCR utilizando la enzima SsoFast-

EvaGreen.

Se realizaron ensayos de gPCR para la amplificacién de los genes de

interés previamente seleccionados en el grupo de pacientes con PDM2.

Se us6 el gen GADPH como gen constitutivo para normalizar. Los

niveles de expresion relativa de los genes seleccionados y del gen

constitutivo se determinaron por duplicado. Se utiliz6 el kit "SSoFast™

EvaGreen®" (BioRad, USA), que emplea una enzima hot-start para la
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amplificacion y combina el colorante intercalante de DNA EvaGreen

como sistema de deteccién.

La amplificacién se realizé utilizando el termociclador LightCycler 96
(Roche Diagnostics, USA). Para cada ensayo, se utilizé una cantidad
inicial de 2 yl de cada una de las muestras problema por separado, asi
como del control interno de cDNA para cada gen (diluido 1/1000 de un
coctel de 5 muestras del grupo control obtenidos de la amplificacion , el
cual se almacené en alicuotas para ensayos posteriores) y 8 pl de la
mezcla de reactivos, en un volumen final de reaccién de 10 yl como se
muestra en la tabla 6. Finalmente, el ensayo se llevé a cabo con 45
ciclos de amplificacién, bajo las condiciones sugeridas por el fabricante,

como se indica en la tabla 7.

Tabla 6. Mezcla de reaccion utilizadas para los ensayos de qPCR.

c Volumen por Volumen por n reacciones
omponente iy
reaccion (pl) (V)]
Agua 2.5 25xn
SsoFast-EvaGreen 5 5xn
Iniciador Forward (20 0.25 0.25x n
HM)
Iniciador Reverse (20 0.25 0.25xn
HM)
cDNA 2 No Aplica
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Tabla 7. Programa de amplificacion utilizado en los ensayos de gpPCR.

Nombre del Ciclos Modo de Temperatura Tiempo
programa analisis (°C) (segundos)
Desnaturalizacion 1 Ninguno 95 30
95 5
Alineacion y 45 Cuantificacion 65 10
Amplificacién
60 15
Curva Melting 1 Curva Melting 95 Continuo
Enfriado 1 Ninguno 40 30

5.2.6 Célculo de la expresion relativa de los genes seleccionados.

Al término de la reaccion de gPCR y para cada gen de manera individual,
se analizaron los niveles de expresion relativa de los genes usando los
valores de Ct (del inglés “Cross-threshold”) de cada curva de
amplificacién y procesados mediante la formula 2 -24°T | fermdlaférmula
que no utiliza la eficiencia de cada reaccion de la PCR como factor de
correccién, sino que supone una eficiencia éptima e idéntica de 1 en la
eficiencia de la reaccién para las diferentes muestras amplificadas por
gPCR, y que considera tanto los valores del gen en estudio como del
gen de referencia o housekeeping (Livak K.J,2001), siendo aplicable y
reproducible para una estimacion rapida de la proporcién relativa de la
expresion génica (Pfaffl, M.W,2001).

Primero se normalizaron los valores de Ct del gen constitutivo
(GenConst) de cada individuo, con los valores de Ct de los individuos de

cada grupo incluyendo el control, utilizando la siguiente ecuacion:
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ER = 2(Ct Problema -Ct GenConst) (Ct Control-Ct GenConstControl)]
En donde:
2 = Constante de eficacia de amplificacion.

Ct Problema = Ct de amplificacion de cada muestra para determinado

gen.

CtGenConst = Ct de amplificacion de la muestra problema para el Gen
Constitutivo.

CtControl = Promedio de Ct’s del grupo control para el Gen Problema

CtGenConst Control = Promedio de Ct's del grupo control para Gen

Constitutivo.

Se obtuvieron los valores de Ct para el gen problema y el control,
normalizados con el GenConst, luego se obtuvo la diferencia de dichos
valores. La eficiencia en la amplificacion es igual a 1 por lo que el 2
representa el valor al que teéricamente la amplificacién se incrementa al
doble en forma constante; Por Gltimo, se obtuvo la expresion relativa ya

normalizada de cada individuo.

5.2.7. Calculo de la significancia estadistica de la diferencia de expresion

de cada gen entre los grupos de sujetos.

Se realiz6 un andlisis para identificar los datos atipicos o outliers de los
valores de expresion relativa. Posteriormente se realizé una prueba de
normalidad de acuerdo con la ecuacion de Shapiro-Wilk, considerando el
tamafio de muestra, para la evaluacion de la distribucion de los datos de
expresion relativa. Los datos obtenidos se ajustaron a una distribucion
no normal, por lo que se realiz6 la prueba de Kruskal Wallis, para
determinar las diferencias significativas entre las medianas de todos los
grupos de estudio, ademas de una prueba U Mann Whitney para analizar
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diferencias entre los grupos de estudio, a un intervalo de confianza del
95%. Los datos de expresion relativa de los individuos que conformaron
cada uno de los grupos de estudio analizados (Ctrl, PREDM2, BCDM2 y
PDM2), se ubican dentro del grupo de datos conocidos como de dos
clases o datos no pareados, ya que los valores de los grupos de datos a
comparar provienen de diferentes individuos; en el andlisis de datos no
pareados existen dos grupos de datos, y lo que se pretende en este tipo
de analisis es determinar las diferencias de expresion de cada gen
comparando entre los 4 grupos de estudio. Las pruebas estadisticas se
realizaron mediante el programa de IBM SPSS Stadistics 26 (Java, USA).
Posteriormente se realizéd un andlisis de correlacién con los valores de
Hb1Ac con los valores de expresion de cada gen usando el coeficiente
correlacién de Spearman mediante el programa IBM SPSS Stadistics 26
(Java, USA) , que proporciona una medida de dependencia lineal entre
dos variables aleatorias cuantitativas y que es independiente de la escala

de medida de las variables.
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6. Resultados y discusion
6.1 Datos clinicos y sociodemogréficos de los grupos de estudio

Se analizaron los datos demogréaficos de los pacientes reclutados en este

estudio. La muestra poblacional en este estudio fue a conveniencia

considerando los criterios de inclusién antes descritos. Entre los 4 grupos
de estudio se obtuvieron un total de 49 sujetos de los cuales solo el grupo
CTRL alcanzé la n de 20 sujetos previamente estipulada para cada

grupo.

Tabla 8. Datos clinicos y sociodemograficos de los grupos de estudio

Rango de edad Glucosa Hemoglobina

Grupo | n | Sexo )
(afios) (mg/dL) glicada (%)

F M |18-40 41-60 >60 X (£S) X (£S)

Ctrl 20 11 9 18 2 0 81.85(x9.77) 5.18(+0.28)
PreDM2 15 9 11 8 6 1 95.75(+ 11.36) 6.02(+0.22)
BCDM2 9 5 4 4 3 2 119.52(+31.15) 6.51(+0.61)
PDM2 5 3 2 0 2 3 167.6 (+62.6) 12.0(¢2.43)

X= media muestral, S = desviacién estandar muestral. F= Femenino; M=

Masculino.

En la tabla 8 se muestran los datos clinicos y sociodemograficos de los
diferentes grupos de estudio, les-cualesfueron-clasificados de acuerdo
con edad, sexo, y valores promedio de glucosa y hemoglobina glicada.
La edad es un factor de riesgo para la DM2. Se ha demostrado que

conforme avanza la edad, los humanos presentan un decremento de la

secrecion de insulina, asi como un aumento de la resistencia a insulina
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acuerdo con los resultados obtenidos, los grupos variaron en nimero de
sujetos. Por ejemplo, la totalidad del grupo PDM2 (5 individuos),
presentaron una edad mayor a 41 afios y mas de la mitad tuvieron mas
de 60 afnos. De igual manera, el grupo BCDM2 con 5 individuos, tuvieron
un rango de edad entre 41 afios y hasta mas de 60 afios. Nuestra
poblacion de-estudio de pacientes con DM2 tiene mas de 41 afios, lo que
concuerda en términos de edad con la poblacion que tiene DM2 en otras
partes del mundo, en donde la prevalencia de DM2 es mayor entre los
adultos de tercera edad (>60 afios). Se proyecta que para 2045, existan
aproximadamente 253.4 millones de adultos mayores con DM2 a nivel
mundial (Cho et al., 2018). Fisiolégicamente, se ha reportado que el
control glicémico es también afectado con la edad, principalmente por los
cambios en el metabolismo asociados-a al envejecimiento, provocando
fallas en la capacidad de los humanos para mantener un control
glicémico adecuado (Anioke et al., 2019). En las muestras de sangre de
nuestro grupo con PDM2 es netablenotable, ademés, que la mayoria
provienen de sujetos con mas de 60 afios. Es importante sefalar que

nuestro estudio proviere—de-una—tomase hizo con una de-muestra a

conveniencia, sin ningun filtro de seleccién, mas alla de los criterios de

inclusion establecidos, y por las dificultades para las tomas de muestras,

las eon—unas n estan por debajo de las planteadas originalmente, y

ademas, no fue posible sin-tomar-muestras-pareadasparear por edad y

sexo. Definitivamente, no podemos afirmar que nuestra poblacién

representa a la poblacion con DM2 en México. Por lo anterior sugerimos
que es crucial realizar una toma de muestra con sujetos pareados por
edad y sexo, aumentando la n poblacional para balancear todos los

grupos de estudio y obtener datos mas representativos de la poblacion

mexicana. Esto seguramente aportara resultados mas confiables.

De acuerdo con la clasificacion por sexo, en los diferentes grupos;
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notamos gue-todoslos-grupos-presentan un mayor porcentaje de sujetos
del sexo femenino, a excepcion del grupo PREDM?2. Si bien existen datos

epidemiolégicos que demuestran que las mujeres tienen una mayor
dificultad para mantener un control glicémico adecuado medido por los
niveles de HbAlc en comparacion a los hombres,— (Duarte et al.,2019),
no podemos asegurar gue este ocurra, dadas las limitaciones een-de los
datos en nuestro estudio..—prncipalmente—portas-mismas-timitaciones
planteadas-parata-edad

De acuerdo con este mismo autor, se ha sugerido que las mujeres tienen
diferencias respecto a la homeostasis de la glucosa, respuestas
deficientes al tratamiento, y por factores psicolégicos. En nuestro caso
no podemos afirmar que la DM2 tiene una mayor prevalencia en mujeres
mexicanas.; Definitivamente, en estudios futuros es necesario parear por
edad y sexo a los sujetos involucrados en el estudio-este para robustecer
el-estudieesta hipotesis, eliminar variables confusoras y asegurar que

haya una distribucion méas homogénea en los grupos comparados para

evitar-obtener conclusiones eguivacadasconcluyentes.

De acuerdo con nuestras variables de glucosa y HbAlc en los diferentes
grupos de estudio, observamos que los valores descritos en la tabla 6,
corresponden a los rangos esperados para este proyecto, pe+lo que este
demuestra que los criterios de inclusion seleccionados para este estudio
fueron correctos vy cuidadosamente priorizados al momento de
seleccionar los grupos. Como se muestra en la tabla 6, las medias de
los valores de glucosa para los grupos de estudio Ctrl, PreDM2, BCDM2
y PDM2 fueron de 83 mg/dL, 102.6 mg/dL, 130.68 mg/dL y 147.01 mg/dL,
respectivamente. Asimismo, las medias de los valores de hemoglobina
glicada para los grupos de estudio PreDM2, BCDM2 y PDM2 fueron de
5.18%, 6.0%, 6.51% y 12.0% respectivamente. Se observa en todos los
grupos que los valores medios de glucosa presentan una desviacion
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estandar mayor a lo esperado. Esto pudiera explicarse considerando el
criterio arbitrario para la-seleccién-el establecimiento de |los rangos de

HbAlc de los grupos de estudio, el cual consideré rangos arbitrarios
preestablecidos para clasificar cada grupo de acuerdo con sus-niveles
niveles de hemoglobina glicada_normal, bajo, medio vy altos, asociados a
la_evolucion de riesgos y complicaciones de la DM2.-y—eensiderande

6.2 Pureza e Integridad del ARN

Todas las muestras de ARN extraidas a través del kit de extraccion
“Quick-RNA Miniprep plus kit” presentaron un indice de pureza A260/280
nm de entre 1.8 — 2.2, como fue establecido para el control de calidad de
las muestras. Por otra parte, el indice de pureza A260/230 nm obtenido
fue de entre 0.3 — 1.8. Para la estandarizacién del protocolo de extraccién
de RNA, se siguieron inicialmente las instrucciones del fabricante. Sin
embargo, debido a las dificultades que se presentaron para obtener un
indice 6ptimo de pureza a A260/280 nm y a A260/230 nm, y—urapara
mejorar la_integridad adecuada del RNA utilizado para los ensayos de
gPCR, se establecieron modificaciones al protocolo. Esto incluyo un
aumento (4:1) en el volumen de buffer de (RNA lysis buffer) durante la
preparacion de la muestra, y durante los lavados (5:1), con lo que se
obtuvo un indice de pureza 260/280_cercano a 2 y una integridad de

2:1 en relacién a las bandas ribosomales 28S y 18s,, para tener en el

paso siguiente el DNAc con el minimo_de degradacion y adecuado para
realizar la reaccion de gPCR. Ademas,—se-estimaConsiderando que la
causa de una baja relacién A260/A230 se debe a contaminacién por

sales como el tiocionato de guanidina, carbohidratos, péptidos y fenol (o
compuestos aromaticos en general) (Luebbehusen,2004), se busco

eliminar esos contaminantes con el aumento en lavados. Esto a pesar de
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Sin-embarge;que se ha reportado que también concentraciones de hasta
100 mM de sales; en una muestra de ARN no compromete realmente la
fiabilidad-de-la_fidelidad de la reaccion de RT-qPCR en-tiempo-—real,

incluso cuando se utilizan reactivos de gPCR que son sensibles a los

inhibidores (Cicinati et al.,2008). Por lo que en este proyecto, se
consider6 que cubrimos estos__ pardmetros valorespara el
establecimiento—delun protocolo estandarizado para realizar las

reacciones de qPCR.

La integridad de todas las muestras fue aceptable, ya que su valoracion
a través de electroforesis en gel de agarosa 1.8%, mostré una relacion
2alen las bandas 18s/28s.

6.3 Ensayos de amplificacion por qPCR y expresion de los genes en los

grupos de estudio

Para los ensayos de amplificacion, se obtuvieron valores de Ct de cada

una de las muestras_de los diferentes grupos de estudio, y se usoast

cemo-para-un control negativo_para evaluar contaminaciones exégenas

y un control interno_para evaluar variaciones interensayos vy calidad de

los reactivos de gPCR. El control interno para cada uno de los genes fue

reproducible de ensayo a ensayo, con un Ct promedio de 21.87 para
GADPH, 23.17 para GP9, 27.15 para DPM2, 24.49 para RGS10, 22.96
para NPRL3 y 23.39 para SLC25A37. El andlisis de expresion génica se

calcul6 usando los valores de Ct obtenidos para cada una de las

muestras y-para—tedos-tosen los ensayos de cada uno de los genes,
normalizando los valores considerando el Ct del gen constitutivo,
utilizando la formula de Livak (Livak,2001). Para la comparacién de datos
y como medida de ajuste, se identificaron y eliminaron los outliers a
través del método de rango intercuartilico (IQR). Es importante sefialar
gue, para realizar el andlisis estadistico, se incluyeron datos calculados
seleceionados—aleatoriamente—de—probabilisticamente a partir de los
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valores de expresion relativa obtenidos de los datos de Ct resultantes de

los pacientes durante-del proyecto, con el fin de completar una n de 20
en cada grupo. Por lo tanto, el analisis realizado en este proyecto
considera valores calculados tedricamente de los valores reales

obtenidos de las muestras de RNA obtenidas de |los pacientes reclutados,

esto reales con el objetivo de completar los grupos de estudio. Estamos
seguros guede que esto es una —dra limitacién importante de nuestro
estudio, pero nos permite modelar cen—esto—los resultados para
comprobar que si existen diferencias de expresion entre los grupos de

estudio cuando se realizan las comparaciones entre grupos con una n

igual en ndmero pero mayor y eer-dha-R-mas representativa. -
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Figura 8. Niveles de expresion relativa de los genes NPRL3 (a) , GP9 (b),
RGS10 (c), DPM2 (d) y SLC25A3 (e), en cada grupo de estudio
evaluados por gPCR* Los rectangulos representan los valores medios;
en-donde-se-encuentrarepresentadade  las medianas, ademas de los
limites minimos (25% de los datos) y limites maximos (25% de los datos)
representados con una linea sobre el rectangulo. Diagrama de caja y
bigotes realizado con el programa estadistico IBM SPSS Stadistics 26 .
*NOTA: Los valores de expresion relativa para el grupo PDM2 en la figura
8a no fueron ealeuladosconsiderados, debide—aya que no fue posibe
amplificar las muestras para este gen en ningun muestra-durantelos45
cielos-de-amplificacion-establecidos-enla-pregramacioncaso.
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Para determinar si existian diferencias significativas de la expresion
relativa para cada uno de los genes entre los grupos de estudio, se
realizé un test de Kruskal-Wallis. Este andlisis es-adecuade-parapermitio
comparar las medianas de mas de dos grupos independientes cuando
no se cumplen los supuestos de normalidad necesarios para un ANOVA.
Los resultados del test de Kruskal-Wallis indicaron diferencias
significativas en la expresion relativa entre los grupos de estudio para los
genes DPM2 (p= 0.000), RGS10 (p= 0.000) y SLC25A37 (p= 0.009). Sin
embargo, para los genes NPRL3 (p= 0.107) y GP9 (p= 0.236), no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos de estudio, lo que
sugiere que las medianas de expresion relativa entre los grupos no
presentan diferencias estadisticas para estos dos Ultimos genes_pero si
para DPM2, RGS10 y SLC25A37 .

Por otro lado y como se observa en la Figura 8c), existe un aumento
evidente de la expresion relativa del gen DPM2 en el grupo PDM2 en
comparacion con el grupo control. Este aumento es estadisticamente
significativo como se muestra en la Tabla 9, de acuerdo a la prueba de
U. de Mmann Wwhitney (p=0.000). Lo mismo se observé para los genes
RGS10 (p=0.000,) y SLC25A37 (p=0.006) bajo-tarmisma——prueba-de U
de-Mann-Whitney—(figura 8 d y figura 8 e), respectivamente.

En un estudio previo (Oropeza et al., 2023) se identificaron 71 genes
sobreexpresados en un grupo de DM2 con pobre control glicémico. Uno
de los objetivos de este proyecto consistia en corroborar a través de
RT-gPCR, los resultados de la expresion relativa de algunos de estos
genes ebtenidoes-identificados por el andlisis de microarreglos, partiendo
de la hipotésis de que habria una sobreexpresion significativa en el grupo
PDM2 con respecto a todos los_ demas grupos consideradoes en este

estudio.
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Se encontrd que el gen DPM2, presentd una expresion relativa mayor en
el grupo PDM2 , con una diferencia significativa respecto al grupo control,
PREDM2 y BCDM2 (ver tabla 9). _Estos resultados confirman nuestra

hip6tesis de que este gen se sobreexpresa exclusivamente en pacientes

PDM2, lo que implica gue puede ser un buen candidato a biomarcador

para mal control de la diabetes.

La proteina codificada por el gen DPM2 forma parte del complejo
heterotrimérico dolicol-fosfato-manosa sintasa (DPMS), una enzima
clave en la glicosilacion N- y O- ligada, asi como en la sintesis del ancla
glicosilfosfatidilinositol (GPI), que constituye a la subunidad reguladora.
Se ha descrito que la mutacién en este gen, tiene como consecuencia el
desarrollo de desordenes congénitos de la glicosilacién, lo que produce
defectos en la via de la N-glicosilacion (Radenkovic et al., 2020).

Nuestros resultados son relevantes desde el punto de vista funcional,

porque_se ha establecido que los perfiles de N-glicosilaciéon estan

emergiendo como biomarcadores y efectores funcionales en varios tipos

de diabetes, vy la expresion alterada de DPM2 en pacientes pudiera

implicar_una desregulaciéon en la sintesis de estos compuestos. Por

ejemplo, los N-glucanos tienen un papel importante en la prevencién del

deterioro de la secrecién de insulina estimulada por la glucosa al

mantener el transportador de glucosa en la orientacién adecuada. Si este

es el caso, la expresién del gen DPM2 podria tener impacto en la

variacién interindividual en la N-glicosilacién de proteinas, lo cual podria

sugerir_que la sobreexpresion de genes como DPM2 representaria _un

nuevo factor de riesgo gue contribuye al desarrollo de diabetes. La N-

glicosilacién es una modificacion postraduccional que esta involucrada
con el enriquecimiento de la estructura y funcion de las proteinas. Se han
descrito cambios en la N-glicosilacion en diferentes enfermedades,
cronicas, incluyendo la diabetes tipo 2. Se ha descrito que genes que al
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alterar su expresion ocasionan defectos en la N-glicosilacién pueden
ser considerados como biomarcadores de DM2 de evolucidén temprana
(Keser et al.,2018). Por ejemplo (Ohtsubo et al., 2013) describié que una
N-glicosilacion aberrante del transportador de glucosa-2 (Glut-2) en las
células beta pancreéticas en la diabetes tipo 2 lleva a la alteracion de la
secrecion de insulina. Lo que sugiere que el gen DPM2 podria ser un

buen candidato para biomarcador de la DM2 en sus etapas tempranas.

Otro hallazgo interesante-fue que la sobreexpresion del gen RGS10 en
el grupo PDM2 es de en- mas del 50% en todos de los datos con valores
por encima de la mediana (ver figura 8d). Ademas, como se observa en
la tabla 7, este-el grupo_ PDM2 presenté una diferencia significativa en la
su expresion relativa_ en comparacion con los grupos CTRL, PREDM2 y
BCDM2. RGS10 es una proteina que forma parte de la familia de las
proteinas reguladoras de proteinas G (RGS) y de la subfamilia RGS
D/R12. Las proteinas RGS controlan las vias de sefializacién mediadas
por proteinas G. También actian como proteinas activadoras de
guanosina trifosfatasa (GTPasa) , acelerando la hidrdlisis del GTP de la
forma activa Ga-GTP y, a su vez, lo convierten de nuevo en la forma
inactiva Ga-GDP. A pesar de que RGS10 carece de varios de los
dominios regulatorios definidos encontrados en otras proteinas RGS,
esta—contiene sitios de modificacion postraduccional que regulan su
expresion, localizaciéon y funciéon. Ademas, RGS10 es una proteina
importante en la regulacién de procesos fisiolégicos en multiples células,
donde la desregulacion de su expresién se ha implicado en diversas
enfermedades, incluyendo la enfermedad de Parkinson, la esclerosis
multiple, la osteopetrosis, el cancer de ovario quimiorresistente y la
hipertrofia cardiaca (Almutairi et al., 2020). Aunque no se ha descrito el
paple de RGS10 en DM2, su funcion R&S10 se ha relacionado con
desordenes metabolicos. Asi se ha reportado una disminucién en la
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expresion de RGS10 en ratones alimentados con una dieta alta en
grasas, ligade-ebservandosecon un incremento en la expresion de este
gen en tejido adiposo; los animales ; ademas exhiben de—exhibir
resistencia a insulina, intolerancia a la glucosa y aumento de leptina
(Fang et al., 2019). Porle-tante;tesNuestros resultados de expresion

relativa_aumentada en PDM2 y lo reportado en otros estudios_con

pacientes diabéticos, sugieren gue-se—ajusta—ague nuestra hipotesis

previamente establecida_es correcta. De este modo, la sobreexpresion
de RGS10 en sangre podria representar ser otro biomarcador indicativo

de la aparicién y evolucion de DM2_asociada al mal control glicémico.

El SLC25A37 es—otro—gen—en—elgue—se—corroboré—mostro una

sobreexpresién relativa en el grupo PDM2 por gPCR (figura 8e), con una
diferencia significativa en-la—expresion—relativa-al ser comparado con el
grupo CTRL y PREDM2 (ver tabla 9). El producto de expresion de este
gen es la mitoferrina 1-e—SLC25A37, el cual es un transportador
localizado en la membrana mitocondrial interna—mitecondrial. Esta
molécula funciona como un importador esencial de hierro para la sintesis
del grupo hemo mitecondrial y de grupos hierro-azufre en la mitocondria
(Chen et al.,2009). En un estudio —er-el-gue-se-hicieroncon redes de
expresion génica mitocondrial en ratones obesos resistentes a insulina,
se encontré un incremento en la expresion de este gen. Por lo que una
alteracion en la expresion de este—genSLC2537 podria afectar el
transporte de hierro, teniendo como consecuencia una leve deficiencia
de hierro pere-capazsuficiente para -de afectar el metabolismo de lipidos
(Milhem et al.,2024). Aunque no se ha descrito la alteracion de
SLC25A37 en diabetes anteriormente, es importante denetar-mencionar
gue hay una estrecha rerlacion entre gue-la—relacién-de-la resistencia a

la insulina y el metabolismo de lipidos, es-muy-estrecha;-por lo que se
sugiere gue-enrealizar estudios futuros pueda analizar seranalizada-esta
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interaccion.

No obstante las limitaciones de los resultados de nuestro proyecto debido

al pequefio _numero de muestras colectadas, los resultados utilizando

valores calculados probabilisticamente, nos permiten vislumbrar que si

existe sobrexpresion de algunos de los genes candidatos probados. Es

estoeste analisis demuestra el probable comportamiento de los datos

reales, por lo que es un buen aliciente para probar en estudios futuros

nuestra hipotesis. Para ello se deberad aumentar la n de cada uno de los

grupos, obtener la validacion con datos reales, siempre equilibrados y

emparejar por edad y sexo; esto robusteceria indudablemente a-les
grupos-de-estudio—pararobustecer-el andlisis_planteado.

En segundo lugar, como se puede observar en la figura 8a y en la tabla
9, el grupo PDM2 no pudo ser analizado estadisticamente-en-para el gen
NPRL3. En este caso debide—a—gue no se pudieron amplificar las
muestras de los pacientes. Esto pudo- deberse_posiblemente a que la
expresion de este gen es muy baja en sangre , y se necesitaria aumentar
la casntidad inicial de RNA para los_ensayos de qPCR; Otra posibilidad

podria ser por defecto en la secuencia y pureza de los primers. Asi

sugerimos e-en-su-defeeto; modificar los juegos de primers usados en
la amplificacién_de este gen. Como resultad-se observa en la figura 8a,

no hubo amplificacion en ninguno de los grupos yperte—tantotas

Definitivamente, para verificar que los genes que presentaron diferencias

significativas puedan ser llamados biomarcadores asociados al

desarrollo de DM2, tenemos gue sugerir _algunas cosas importantes.
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.Aunque los datos teoricos calculados permitieron & aumentar la n_en

todos-de los grupos_ para validar el ensayo y y-cen-este- corroborar los
resultados obtenidos previamente en los analisis por microarreglos para

algunos genes estudiados aqui,- es necesario realizar los ensayos de

gPCR con un mayor numero de muestras de pacientes apareados por

Tabla 9. Evaluacion de las diferencias de expresion en los diferentes
genes comparando los grupos de estudio y calculando los valores de p

por la prueba U de Mann Whitney

Valor de p* comparando entre los grupos de sujetos de estudio
Gen CTRL- CTRL- CTRL- PREDM2- PREDMZ2- PDM2-

PREDM2 BCDM2 PDM2 BCDM2 PDM2 BCDM2
NPRL3 0.033 0.149 NA**  0.799 NA** NA**
GP9 0.142 0.03 0.602 0.277 0.779 0.529
DPM2 0.192 0.012 0.000 0.221 0.000 0.000
RGS10 0.678 0.007 0.000 0.012 0.000 0.001
SLC25A37 0.478 0.925 0.006 0.547 0.004 0.009

* Valores de p para las diferencias de expresion entre grupos, de cada

uno de los genes. Calculado con IBM SPSS Stadistics 26.

** |_os valores de p no fueron calculados para PDM2 por incapacidad de
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amplificaciéon de las muestras

6.4 Analisis de correlacion de expresion relativa y porcentajes de
hemoglobina glicada

Un pobre control glicémico en individuos con DM2 esta estrechamente
asociado con un mayor riesgo a padecer complicaciones
microvasculares, por lo que la busqueda de biomarcadores que estén

relacionados con el control glicémico esta justificado, ya que esto puede

ser (til en-sobre todo en etapas tempranas_de la DM2, pero también_en

el agravamiento de la enfermedad.

Por eso, 00tro objetivo de este proyecto fue analizar la correlacién entre
la sobreexpresién de_los genes seleccionados relacienades—y la
elevacién de los niveles de hemoglobina glicada een—un que llevan a un

pobre control glicémico yes-niveles-de-hemeglobina-glicada. De acuerdo

con ello, realizamos un andlisis de correlacion entre los porcentajes de

HbAlc y los niveles de expresion relativa calculados para cada uno de
los genes. En la figura 9 se muestra la correlacién entre estas dos
variables. Se obtuvieron diferencias significativas para los genes DPM2,
RGS10y SLC25A37 (p=0.000, p=0.000 y p=0.000 respectivamente), con
valores significativos de correlacién entre-lasen los niveles de HbAlc.
variables-evaluadas. Nuestros resultados mostraron que eEsta diferencia

no fue significativa para el gen GP9 (p=0.059), siendo el Unico que no
mostrd correlacion con los valores de HbAlc. Para el gen NPRL3,
aunque se obtuvo un valor de correlacién significativo (p=0.001) een
elrespecto al grupo control, —ne-fue-pesible-incluir—en-esteel analisis
con el at grupo PDM2 no fue posible, esencialmente por la falta de datos
de amplificacién_para el analisis.;.—como—se—menciono—anteriormente;
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Como puede observarse en la figura 9c), el gen DPM2, tuvo una
correlacién significativa entre los valores de hemoglobina glicada y la
expresion relativa de este gen, con valores de expresion relativa (fold
change) mayores de entre 10y 40, con valores de hemoglobina glicada
de hasta 15.5%. Ademas de acuerdo con el coeficiente de correlacion de
Spearman obtenido, que es una medida que indica la fuerza de
asociacion entre variables, se obtuvo un valor de 0.735, lo que indica
denota que esta correlacién es moderada. Si bien no se ha descrito una
correlaciéon de este gen con los valores aumentados dee hemoglobina
glicada en DM2, si se sabe que su alteracion ocasiona defectos en la N-
glicosilacién. De acuerdo con (Ohtusbo et al., 2011) las células beta
detectan elevaciones de glucosa en la sangre mediante la expresion de
transportadores de glucosa en la superficie celular que permiten el
transporte de glucosa a través de la membrana plasmatica en funcién de
la concentracion. Esto es seguido por la accién de la glucocinasa y, en
tltima instancia, la secrecion de insulina dependiente de calcio. La
pérdida de secrecion de insulina estimulada por glucosa debido a
defectos en la glicosilacion se ha relacionado con la expresion
deteriorada de transportadores de glucosa (Glut) en las células beta en
modelos animales, y se ha propuesto que esta falla puede promover el
desarrollo temprano de DM2 (Guillam et al.,2000). Una hemoglobina
glicada elevada, se presenta en individuos DM2 con pobre control
glicémico que presentan elevaciones de glucosa yy, por lo tanto, este gen
podria estar relacionado con una disminucién de la glicosilacién en el
metabolismo de la glucosa. Tomando en cuenta la hipotesis de este
proyecto, DPM2 podria ser un buen candidato a biomarcador para DM2

en pacientes con pobre control glicémico.

En la figura 9d) se observa la correlacion entre los valores de
hemoglobina glicada y la expresion relativa aumentada del gen RGS10.
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De acuerdo con el analisis estadistico, esta correlacion es significativa.
Sin embargo, en comparacién con el gen DPM2, el coeficiente de
correlacion (p=0.695) no es tan fuerte como con el primero. En la figura
9d) pueden observarse, valores de expresion relativa (fold change) de
hasta 60 relacionados con una hemoglobina glicada de hasta 15.5, que
corresponde a un pobre control glicémico, lo que se ha asociado a un
riesgo muy elevado de desarrollars las complicaciones de la
enfermedad. Estos hallazgos, concuerdan con lo mencionado
anteriormente en el punto 6.3 sobre el gen RGS10. RGS10 es una
proteina que pertenece a la familia de proteinas RGS. Especificamente
RGS10 tiene un papel importante en la produccion de citocinas
proinflamatorias en la microglia regulando negativamente la via del factor
nuclear (NF)-kB (Lee et al., 2013). En este sentido RGS10 actia como
un mediador inflamatorio negativo, que podria sugerir que RGS10
pudiera participar en la inflamacién crénica de bajo grado observada en
la DM2, y que ademds pudiera su elevacion estar asociada
tambientambién a la resistencia a insulina y al sindrome metabodlico,
como ha sido indicado por otros investigadores(Lee et al.,2014). Ademas,
los procesos de inflamacion, alteraciones del metabolismo de glucosa, y
complicaciones estan estrechamente relacionados con niveles altos de
hemoglobina glicada, presentes en pacientes PDM2. Lo que, propone
gue este gen también podria fungir como un candidato a biomarcador de

mala evolucién de DM2.

SLC25A37 tuvo altos niveles de correlacion en sus valores de expresion
relativa (fold change), incluso mayores a 100, con valores de HbAlc

tan altos como 15.5 %. AdemasAdemas, esta correlacion fue

estadisticamente significativa. Sin embargo, el coeficiente de correlacion
fue bajo (0.453), El gen SLC25A37, codifica para una proteina

transportadora de hierro, si bien se ha estudiado la_expresion de este
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gene y su relaciéon con la resistencia a la insulina en modelos murinos,
su-relacion-con-laresistencia—a-la-insuling, nuestros hallazgos indican

que el grado de correlacion con los niveles de hemoglobina glicada no

son significativos, por lo que en este caso no se puede sugerir como un

gen candidato para el pobre control glicémico en DM2.
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7. Conclusiones

Se realiz6 el analisis de expresion relativa de los genes NPRL3, GP9,
DPM2, RGS10 y SLC25A37 en individuos DM2 con pobre control
glicémico (PDM2), respecto a los grupos Ctrl, PREDM2 y BCDM2. De
acuerdo con los valores obtenidos teéricamente, se propone que DPM2
y RGS10 podrian ser un-buenbuenos candidatos para biomarcadores de
para DM2 individuos-DM2 en etapas tempranas_en humanos.

El analisis de correlacion de estos genes con la hemoglobina glicada,
permitié identificar a DPM2; como un buen candidato a biomarcador para
biemarcador—_e indicativo de complicaciones microvasculares en
individuos DM2 con pobre control glicémico, por su alta correlacion con
la elevacién en los niveles de HbalAceste-debido-al-comportamiento-en

ndividuos PBM2 gue-se-presentb-en-este-proyeeto, ademas de_que tiene
fa-una clara_funcion ontoldgica gue-pedria-fungirenasociada a DM2.

Seria interesante-pertinente para validar nuestros resultados de gPCR,

realizar un analisis de correlacién de la expresion relativa de estos genes,
con HbA1c considerando un tamafio méas amplio de ampliando-eltamafio
de-muestras, y pareando por edad y sexo. Esto permitiria -para confirmar

el comportamiento de los datos tedricos analizados en este proyecto y
robustecer el-analisis-de-los—datesnuestros resultados gue indican la

utiidad de la evaluacién de estos genes como biomarcadores de

progresién de DM2 por fallas en control glicémico.
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9. Anexos

Anexo 1: Cronograma de Actividades
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=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=
=

LCapacitacién de cursa de bioética intrahospitalaria

Primer tutaral X

PFratocolo aceptado por comité de hiodtica X

Protocalo aceptado a consejo de posgrado

Participacidn en el calaquio estudiantil

Participacion en el congresa de |a sociedad mericana de inmunclog: X

Segunda tutaral

Revisidn de pratocolas de metodalogia

Pedida de reactives y equipe

e
=

=

=

=

En=ayos de enrtraccion y purificacidn de RNA

Enzayos de evaluacion de la integridad del RNA

Participacitn en la semana cultural de la facultad de quimica

Tercer tutoral

Extraccidn y purificaciin de RNA

==

Evaluacion de integridad de RHA

Sintesiz de olNA

P B B
S| 3| 3| 2
| | 2|
N B B

B

Amplifizacidn por gPCR

Cuarto tutoral

Paticipacién en cologuio estudianti modalidad divlgacién

x|

Farritiradala tacic

*NOTA: Este proyecto esta ligado a una investigacion previa la cual tiene

registro ante un comité de bioética.
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Anexo 2: Consentimiento informado.

Carta de Consentimiento Informado

“Andlisis de correlacién entre la expresion de genes asociados

a pobre control glicémico y los niveles de hemoglobina glicada

que presentan pacientes con diabetes mellitus tipo 2”

Registro:

INTRODUCCION: La Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una enfermedad
progresiva que en los sujetos afectados se presenta con niveles elevados
de glucosa. La DM2 afecta a mas de 12.8 millones de mexicanos adultos.
La deteccion temprana de la DM2 es de suma importancia, por lo que en
este proyecto se busca identificar y validar moléculas para desarrollar
pruebas diagnésticas y prondsticas que permitan evaluar el riesgo a
desarrollar la enfermedad. Para ello se tomaran muestras de sangre en 5
tubos vacutainer para realizar estudios de los genes y de las proteinas en
suero.

En virtud de lo cual, entiendo que se solicita mi autorizacién para utilizar
las muestras de sangre y suero proporcionadas para desarrollar
investigaciones futuras en salud relacionadas con la diabetes mellitus.
RIESGOS Y BENEFICIOS: Entiendo que los investigadores tomaran las
medidas necesarias para cuidar mi integridad y confidencialidad de los
datos relacionados con las muestras biolégicas que proporcioné. Ademas,
entiendo que los beneficios generados con el uso de mis muestras seran
para la comunidad y para futuras generaciones que podrian tener factores
de riesgo para el desarrollo de diabetes.

DERECHOS Y OPCIONES DEL PACIENTE: Entiendo que mis muestras
biolégicas solo podran ser utilizadas por investigadores que realicen
estudios relacionados con la generacién de métodos para la resolucién de
problemas ocasionados por la diabetes, siempre y cuandofirme este

documento de consentimiento informado.

Al aceptar que mis muestras biolégicas sean utilizadas con los fines

antes mencionados, no renuncio a ninguno de los derechos que por ley
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me pertenecen. Estoy consciente de quela informacién que se genere del
andlisis de mis muestras bioldgicas seré utilizada Unicamente para fines
de investigacion y desarrollo y nunca se colocaran o publicaran datos
que permitan revelar mi identidad, debido a que los investigadores me
garantizan que anonimizaran (codificaran) los datos con la finalidad de

respetar mi confidencialidad.

Entiendo que la institucion donde se almacenaran mis muestras
biolégicas es la Universidad Auténoma de Querétaro, en le Facultad
de Quimica ubicada en Centro Universitario con domicilio en Cerro
de las Campanas S/N, Col. c6digo postal 76010, yque esta institucion
serd la encargada de velar por la seguridad y confidencialidad de mis
muestras bioldgicas, y que podré contactarme con la misma con los
datos colocados en la seccion de informacién de contacto de este
documento. Ademas, esta institucion serd responsable de dar un
adecuado manejo para el correcto mantenimiento de estas. Entiendoque
mis muestras biolégicas seran almacenadas por un tiempo maximo de
10 afios (dependiendo del tipo de muestra, condiciones de

almacenamiento y andlisis que se pretenda realizar).

Entiendo que soy libre de retirar mi consentimiento en cualquier momento,
paralo cual deberéinformar al personal a cargo de custodiar mis muestras
biolégicas, quienes se comunicaran con los investigadores que se
encuentren utilizando mis muestras biol6gicas en investigaciones, para
que, en ese momento, las muestras y los datos obtenidos del anélisisde
las muestras sean eliminados y no puedan ser utilizados para ningun fin.
Esto no me causara ninguna penalidad, ni tendré impacto alguno en la

atencion en salud que por ley me corresponde.

Entiendo que tengo derecho a decidir si deseo o no recibir informacién de
los resultados de losanalisis que se realicen durante la investigacion con

mis muestras bioldgicas.
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Deseo recibir los resultados de los analisis: S| NO

En caso de respuesta afirmativa pueden contactarme al correo:

ylo a los teléfonos:

Entiendo que se comunicaran conmigo en caso de que en alguna
investigacion que tenga que ver con la generacién de aportes para la
resolucién de problemas ocasionados por la diabetes. Se me informara si
encontraran algun resultado que ponga en peligro mi vida, paralo cual

podran contactarme al correo y teléfonos antes mencionados.

Entiendo que mis muestras bioldgicas podrian ser utilizadas para realizar
andlisis genéticos o gendmicos, siempre y cuando se encuentren
enmarcadas en la misma linea de investigaciéon que tenga que ver con
problemas ocasionados por la DM.

Entiendo que mis muestras bioldgicas seran utilizadas Unicamente con

fines de investigacion, y no seran empleadas con fines comerciales.

Entiendo que mis muestras bioldgicas seran destruidas en un maximo de

10 afios.

COSTOS Y COMPENSACION: Entiendo que, al autorizar el uso de mis

muestras biolégicas, no recibiré ninguna compensacion.

CONFIDENCIALIDAD DE DATOS: Entiendo que los investigadores
reemplazaran mis datos personales por una codificacion con el objeto de
precautelar la seguridad de mi informacion. Entiendo que, tanto las
muestras bioldgicas humanas como mis datos confidenciales seran
utilizados exclusivamente para la investigacion cientifica propuesta, y solo
eventualmente para investigaciones cientificas posteriores relacionadas
con la diabetes, para lo cual deberan pasar por la evaluacién y aprobacion
de un Comité de Etica de Investigaciones humanas, con la finalidad de

asegurar que se respeten en todo momento los principios bioéticos.
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INFORMACION DE CONTACTO: Entiendo que en cualquier momento
puedo comunicarme con la institucion donde se almacenaran mis
muestras bioldgicas, para que a su vez sirva como canal de
comunicacion con los investigadores que las usen en sus estudios al
siguienteteléfono: 4421921200 en las siguientes extensiones: 5594, 5517,
5505, 5500; y correo electronico: davidg3@uag.mx.

DECLARATORIA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Yo , comprendo que mis

muestras bioldgicas seran utilizadas con fines de investigacién que tenga
que ver con la generacion de aportes para la resolucion de problemas
ocasionados por la diabetes. Me han explicado los riesgos y beneficios de
la utilizacién de mis muestras bioldgicas en un lenguaje claro y sencillo.
Han respondido a todas las preguntas que he realizado y me entregaron
una copia de este documento. Entiendo que en todo momento los
investigadores tomaran las medidas necesarias para cuidar la
confidencialidad de mi informacion. En virtud de lo cual, voluntariamente

(marque con una X):

ACEPTO NO ACEPTO

Nombre completo del paciente:

Firma Fechay lugar
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Nombre completo del testigo

Firma del testigo Fechay lugar

Nombre completo del responsable de tomar este documento

Firma del responsable

Fecha y lugar
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Anexo 3: Carta de revocacion del consentimiento informado

Universidad Autdnoma de Querétaro

Facultad de Quimica

Maestria en Quimica Clinica Diagnéstica

CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto de investigacién:
“Andlisis de correlacion entre la expresion de genes asociados a pobre control glicémico
y los niveles de hemoglobina glicada que presentan pacientes con diabetes mellitus

tipo2”

Investigadores:
Dr. J. Antonio Enciso
M. en I.M. David G. Garcia
Dra. Karla Lira
Dr. Gabriel Frontana;
Dr. Enrique Villareal
Dr. Martin Reyna;
Dra. Carolina Serrano

Estudiantes:

Elizabeth C. Carrasco Ruiz

Sedes donde se realizara el estudio: Hospital General Regional 2 del IMSS, Circuito
Universidades, 76269 Santiago de Querétaro, Qro.
Universidad Auténoma de Querétaro, Facultad de Quimica, Cerro de las Campanas S/N,

Centro Universitario, 76010 Santiago de Querétaro, Qro.
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Nombre del paciente:

Por este conducto deseo informar mi decisién de retirarme de participar en el proyecto de
investigacion con nombre:

“Analisis de correlacion entre la expresion de genes asociados a pobre control
glicémico y los niveles de hemoglobina glicada que presentan pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 ”, por las siguientes razones. (PUEDE DEJARLO EN BLANCO
SI NO DESEA MENCIONAR LAS RAZONES) :

Si el paciente lo desea, podra solicitar que le sea entregada toda la informacién que se
haya recabado sobre el/ella/elle con motivo de su participacion en el proyecto de

investigacion antes referido.

S A
Nombre y firma del paciente dia mes afio
S A
Nombre y firma del testigo dia mes afio
S A
Nombre y firma del testigo dia mes afio
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Con copia para el paciente (Se deberéa elaborar por duplicado, quedando una copia en

poder del paciente)

Anexo 4: Formulario para aplicar a los pacientes IMSS-DM
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL REGIONAL 2 "EL MARQUEZ"

Cuestionario

[FoLio:bm-| | | | [TTT] [ ]
s e Iniciales nombre y apellidos D DM M A A A A

4 FECHA
IDENTIFICACION
1.Nombrg: ! : : ¢

. Apellido paterno Apellido matemo % Nombre (s}

S asexo: (v [F

2.Fecha de nacimiento:
€ Dia Mes  Ano

Menos de 45 afios(Sumar 0 p.)

[

45-54 afios (Sumar 2 p)

55—64 aitos (Sumar 3 p.)

Mas de 64.afics (Sumar 4 p.) *Sumar en ol ap

5.Domjicilic actual:

pi

b al final del

—Calle y RUmero

Colonia: :

Municipio: Estado: _ EiP: .
Estado civil: Escolaridad: E Ocupacion:

Teléfono: E-mail:

Celular:

[ANTECEDENTES HEREDO-FAMILIARES
Padrevivo  []Si [JNo

Enfermedades que padece:
[]Diabetes [JEnt.del higado E]Cancer

[Hipertensién ~ [JEnt.Endocrinas []Epilepsia

[infartos al corazen[JEnf.Mentales [JEnf. Alérgicas |
- :|Especifique

[ Tuberculosis
*Si es afirmativo para TB
realizar estudio
epidemiolégico.

[JEnfdelRiion  [JAsma
[TArtitis reumatoide DOtras

Especifique:
Madre viva

Osi [Ino

Enfermedades que padece:
[JDiabetes ["1Enf.del higado[ JCancer

E]Hiperlensién [___]Enf.Endocrinas DEpilepsia
Dlnfano,s al corazon E] Enf.Mentales DEnf. Alérgicas

[[asma

[JArtitis reumatoide [ ]Otras

[Eent.det Rifion [Oruberculosis

*Si es afirmativo para TB

realizar estudio .
. epidemioldgico.

Especifique: W

Hermanos: Cuantos?: ] Vivos:[___]

Enfermedades que padece:
[piabetes [ClEnt.del hlgadDDCancer

[JHipertension [Jent.Endocrinas [ ]Epilepsia

Cinfartos al corazon [ JEnf.Mentales []Ent. Alérgicas
[JEnf.del Rifion [JAsma
DAnri.tis reumatoide []Otras

[Otuberculosis

realizar estudio
epidemiolégico.

Especifique:

*Si existe antecedentes de diabetes en abuelos, tia, tio, pﬁnno hermano
(sumar3 p.) enel do de prediab

*Si exists antecedentes de diabetes padres, hermanos o hijos (s'unﬁr 5
p)enel de prediab i

* _|Avfio de diagnéstico:

Si es afirmativo para T8 -

ANTI ECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS

Diabetes: []Si

' Afio de dlagnOStloo Afios de evolucion:

Osi COno

¢Se trata con alguno de estos medlcamentos?
Metformlna DGllbenclam|da [Jotro

Dleta prescrita por Nutriélogo:

Afios de oonsurho de medicamento:

: Utlhza insufina: [si Cne

& T 0 de lnsulma que utiliza:

Rapida humana [ Jintermedia NPH [Lenta glargina

: []Combinada r

3 Anos de |mc4o de aplicacion dT, insulina: )

Hosp:tahzado acausa de duabetes(ummos tres

meses): DSi DNO
5as de'hospltalIZBCIbn. i
Cetoacidosis diabética DHiperglucemia sostenida

[IEstado hiperosmolar [JHipoglucemia

[tesiones:en pies [otra Especifique:

Nota: Entre mas preguntas afirmativas responda el paciente en este apartado, se presume

|este padente con un Diabético del grupo descontrolado.

Hipertension: DS\ [Cno

Afios de evolucién:

4. Se trata con alguno de estos medicamentos?

[IMetoprolol - [_]Captopril  []Enalapril
'DOtro
Si toma’ medicamentos sumar 2 puntos en el apartado de
1 predlabetes-dmbetes
W Espech que:

: Afios de consumo de medncamento

Osi OONo

. Hospilalmdp a causa de presion alta(Ultimos tres meses):
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ipercoiesierolemia y/o u pertriq| ceridemia Si No |

Afio de diagnéstico: Afios de evolucién:

. Se frata con alguno de estos medicamentos?
[CJAtorvastatina DPravastatmaDBezaf brato

D Otro

Especifique:

Arios de consumo de medicamento:

¢ Si recibi6 tratamiento su medico verifico i i
que los niveles de grasas regresaron a Iq normalidad?

Csi [ve

Tuberculosis

de

*Si es afirmativo realizar
estudio epidemioioégico. -

[si E]l\!o

Afio de diagnéstico: Afios de evolucién:

Se trata con alguno de estos medicamentos actualmente:'
Isoniacida DRifamplclna DPlrazInamlda

[CJEtambutol  [Jotro

Especifique:

Se ha realizado alguna prueba para saber si tiene TB:
[Isi [INo

Tipo de prueba:
Resultado:

Enf.Autoinmunes EISi DNo

Tiene enfermedad que pueda afectar su sistema Inmunoléqlco
CIviH [CIcancer Leucemia

[Cartritis Crupus [JEsclerosis multiple

reumatoide

[Jotra

Especifique:

SINTOMAS GENERALES

= Sintomas de tuberculosis:

Menarquia (inicio de regla): | ] Ritmo: | 1
FUM: ./ "/ Gestas: g
Partos: [ ] avortos: ] “Cessreas: [
{V.S.A:

Algun hijo peso mas de DSI DNo
Uso de’ metodos anticonceptivos: Dg
Cuales:

: Le han encontrado alguna vez valores de glucosa altos durante
sus embarazos:

Si DNQ ‘ i

|'Silarespuesta es: No (sumar 0p.) Si (sumar 5p.)

*Sumar 5 puntos en el apartado de prediabetes-diabetes.-

ANTECEDENTES GINECO-OBS TETRICOS =

DTos con flema -sangre

CFiebre

DAdinamia (Perdida de fuerza)

Tos persistente (Més 3 sem)
DSudoracwnes nuclumas
[astenia (Fatiga)
DPérdnda de peso

i alguno de estos sintomas es afirmativo realizar estudlo
epldemlologlco

: Slntomas de Diabetes:

DPérdida de peso, DPoIiuria (Orina frecuente)

DPo!ifagia' (Mucha hambre) DPulldlpsia (Mucha sed)
[[ISangran las encias [Clpientes floios

DDiﬁcullades de ereccién

DAdo,rmecimiento de pies
. (hombres)

. [SIGNOS VITALES

|ANTECEDENTES PERSONALES NO PATOLOGICOS

Cne |

Consume alcohol en las comidas: J DSi [Cno

Alcohol:

Consume alcohol fuera de comidas: [dsi [CIno

Osi Cno

Bebe los fines de semana:

o de bebida que consume:  ;Cuantas vasos a
Cerveza Vino la semana?
Tabaguismo: [ ]si [INo ~

Cantidad de cigarrillos que fuma al dia:
Tiempo que tiene fumando:

Drogas: DSE DNO
Tipo de droga que consume:
Vacunas: ¢ Tienes esquemacompleto?:

Realiza habitualmente al menos 30 minutosde [ ]si DNO
actividad fisica: é¢cuantas veces ala semana?
- 'S| la respuesta es negativa sumar 2 puntos en el apartado de pred:abe!es

Frecuencia que come frutas o verduras:
[ITodos los dias No todos los dias

i la respuesta es todos los dias (sumar 0p.)

“{Menos de 94 cm

|Stima de puntaje de pr

o |

T.AZ TA:
) Brazo der.Sentado Brazo Izg.Sentado
Frec.Resp: [ | Temp:| |
B 5] — Talle [ mvc: [

. |Menos de 25kg/m2 (Sumar 0p.)

Entre 25-30 kg/m2 (Sumar 1p.)
Mayor de 30k’gl_m2 {Sumar 3p.)

Penmetro de cintura medido por debajo dela

- oostnla (Norma{mente a nivel del ombligo):

Mujeres
Menos de 80 cm (Sumar 0p.)

Entre 80-88 cm (Sumar 3p.)
"Més de 88 om (Sumar 4p.)

Hc mbres

Entre 94-102 cm
Mas ‘de 102 cm

y diab Mas de 14

puntos &s riesgo de prediabetes-diabetes.

‘I*Si la respuesta es no todos los dias (sumar 1p.)
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Datos relevantes de la exploracion clinica:

4 N

- /

SOLICITUD DE PRUEBAS DE LABORATORIO
(Presentarse en ayuno de 12 h y llevar la primera orina de la mafiana)

Biometria hemética (BHc)

Quimica Sanguinea 4 (glucosa, urea, creatinina, acido Urico)
Perfil de Lipidos (Colesterol total, Col-HDL, Col-LDL, Triglicéridos)
Hemoglobina glicada (HbA1c%)

Examen general de orina

o g~ w N R

Insulina sérica basal

Nombre y firma de encuestador Supervisor

105



HOJA PARA EL L ABORATORIO

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL REGIONAL 2 "EL MARQUEZ"

Cuestionario
| FOLIO:DM-| | | | T T T T T
NSS: cor:gzcirt?vo Iniciales nombre y apellidos D DM M A A A
3 FECHA
IDENTIFICACION : 3 .
1.Nombze: s : d :
o Apellido paterno : Apellido matemo ; E; Nombre (s)
2.Fecha de nacimiento: [ 11 [1] [TTT] 3.Edad:[T_] - 4.8exo:[IM [IF
. Dia Mes  Arfo ! .
Menos de 45 afios(Sumar 0 p.) . 45-54 afios {Sumar 2 [i.)_' © :55-84 afios (Sumar 3 p.) 3 :
Méas de 64.afios (Sumar 4 p.) *Sumar en el apartado del predi ete: liak al final del io.
5.}Dormmho actual: : ; e e)»/numem .
- Colonia: Lo o
Municipio: Estado: _ % - C.P:
Estado civil: Escolaridad: ; 3 Ocupacion:
Teléfono: Celular: ; 1 E-mail:

SOLICITUD DE PRUEBAS DE LABORATORIO

(Presentarse en ayuno de 12 h y llevar la primera orina de la mafiana)

Biometria hematica (BHc)

Quimica Sanguinea 4 (glucosa, urea, creatinina, acido Urico)
Perfil de Lipidos (Colesterol total, Col-HDL, Col-LDL, Triglicéridos)
Hemoglobina glicada (HbA1c%)

Examen general de orina

© gk~ w D E

Insulina sérica basal

Nombre y firma del médico
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