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Resumen

Polimorfismo -607 C/A del gen de interleucina 18 en sujetos con resistencia a
lainsulina

Autora: Aline Areli Huerta Rodriguez

Introduccion. La resistencia a la insulina (RI) es un estado patoldgico en el que los
organos insulinodependientes no responden adecuadamente a la insulina, lo que
puede causar hiperglucemia y a largo plazo desarrollo de Diabetes Mellitus tipo 2
(DT2). Dentr de la fisiopatologia de la RI, la obesidad juega un papel muy
importante, ya que, la expansion de tejido adiposo, genera alteracion en la secrecion
de mediadores inflamatorio, conocidos como citocinas, entre las que se encuentran
la interleucina 18 (IL-18), las cuales generan un proceso inflamatorio local y
sistémico. Este proceso genera fosforilacion e inactivacion de proteina cinasa B
(Akt) y la activacion de los reguladores negativos de la sefializacion de la insulina
En la actualidad se sabe que la Rl es multifactorial y que factores genéticos también
pueden influir en su desarrollo, tal es el caso de los polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) que consisten en la variacion en un solo par de bases y
representan los cambios genéticos mas distribuidos en el genoma humano. En
ocasiones los polimorfismos se asocian a estados metabdlicos alterados. El
polimorfismo -607 C/A del gen de IL-18 se ha visto asociado a enfermedades que
cursan con procesos inflamatorios como el sindrome metabdlico, sin embargo, no
se ha estudiado su relacion con la RI. Objetivo. Determinar la asociacién entre el
SNP -607 C/A del gen de IL-18 con la presencia de Rl en una muestra de la

poblacion del Estado de Puebla.

Metodologia. Se realizé un estudio comparativo, observacional y transversal,
aprobado por el Comité de Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Benemeérita Universidad Autbnoma de Puebla, y llevado cabo en las instalaciones
del Hospital Universitario de Puebla (HUP), por medio de la Clinica “Dale un minuto
atuvida”’y en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) a través del Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) de Guadalajara, Jalisco, entre agosto
de 2018 y julio de 2020. En donde se estudiaron 40 sujetos con Rl y 48 sin RI, que

se clasificaron de acuerdo con el Modelo de Homeostasis de Resistencia a la
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insulina 2 (HOMA2-IR, por sus siglas en inglés). Ademas, se les determinaron medidas
antropomeétricas y se les tomo una muestra de sangre para determinar los valores
de insulina y glucosa de ayuno, y para la genotipificacion del polimorfismo -607 C/A
del gen de IL-18. Se obtuvieron medidas de tendencia central y se compararon las
variables insulina y glucosa de ayuno por grupo de estudio, ademas se utilizaron
para el calculo de HOMA2-IR. Mientras que los genotipos del polimorfismo
estudiado se agruparon por grupos de herencia, dominante (CA+AA vs CC) y

recesivo (CC+CA vs AA), tomando como alelo mas comun el C y el de riesgo el A.

Resultados: De un total de 88 sujetos participantes, 48 se agruparon sin Rl'y 40 con

RI. No hubo diferencia en la edad entre grupos (p=0.084), mientras que las variables
sexo y CC en hombres tuvieron diferencia significativa entre los grupos (p<0.001).

Se encontré un mayor numero de hombres que de mujeres en el grupo con RI
(p<0.001). Se observé que el aumento en 1 unidad de la obesidad central (1cm de
cintura) aumenta significativamente la posibilidad de presentar Rl (OR= 0.288,
p<0.014) y ajustada esta asociacion para el modelo recesivo (CA + CC) del SNP -
607 del gen de IL-18, la posibilidad de presentar Rl aumenta a 3.489 (p<0.015).

Conclusion: El polimorfismo -607 C/A del gen de IL-18 influye significativamente en

la relacién que existe entre la obesidad central y la RI.
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CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 ANTECEDENTES GENERALES

1.1.1 Insulina

La insulina es una hormona peptidica de 5.8 kDa, considerada un
heterodimero de 51 amino&cidos, que dentro de su conformacion tiene dos
cadenas, una a y una 3 de 21 y 30 residuos, respectivamente, unidas entre si por
dos enlaces disulfuro derivados de residuos de cisteina; tiene funcion anabdlica y
es secretada, por estimulaciéon de los niveles de glucosa (el mas representativo),
por el pancreas a nivel de los islotes de Langerhans por medio de las células B (1).
La funcién principal de esta hormona es regular los niveles de glucosa en sangre,
aunque también se conoce que participa en la homeostasis de lipidos y proteinas,
inhibe la produccion hepatica de glucosa y permite la captacion de glucosa en el

musculo esquelético y el tejido adiposo (2).

Otras de las funciones de la insulina se llevan a cabo a nivel cardiovascular
regulando la contractibilidad cardiaca y el tono vascular; mientras que, en el sistema
nervioso central, tiene acciébn neuromoduladora, produciendo efectos en el
desarrollo neuronal, regulacion en el metabolismo de la glucosa, del peso corporal
y la conducta alimentaria, ademas, de contribuir a la atencion, aprendizaje y

memoria (3).

1.1.2 Via de sefalizacion de lainsulina

La accion de la insulina requiere de su union a un receptor de membrana, el
cual es una glucoproteina hetero-tetramérica de 350 000 kDa, formada por dos
subunidades a extra membranales de 735 aminoacidos que contienen sitios de

union a insulina, y dos subunidades B de 620 aminoacidos, cada una con una
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porcién extracelular, una transmembranal y otra intracelular para la actividad de
cinasa de tirosina; en ambas subunidades hay sitios potenciales de glucosilacion,
de los cuales 13 pertenecen a la subunidad a y 4 adicionales en la porcion

extracelular de la subunidad B (Figura 1) (4,5).

Una vez llevada a cabo la union a su receptor, las subunidades a, sufren un
cambio conformacional para activar a las subunidades [, llevando a cabo su
fosforilacion, gracias a la fosfotransferasa de dicha subunidad, con lo que se
produce la activacion de los dominios cataliticos de las tirosinas cinasas; que a su
vez producen la fosforilacion del sustrato receptor de insulina (IRS), lo que puede
activar dos vias de sefalizacion; la primera de ellas es la via Ras-MAPK (cinasas
activadas por mitdgenos), que tiene como funcion regular la expresion de genes y
diferenciacion celular, y la segunda, es la via de la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K),
que al producir la fosforilacion de la cinasa Akt/PKB, se encarga de la accion

metabdlica de la insulina (Figura 2) (2,6).

Unién de insulina

IR IR
al” a2

Subunidad o

Region

a2“ / transmembranal

Tyroes
TYr972

juxtamembranal

ekl Sitio de union a ATP

TYT 1158
LTl Asa de activacion

Y 1163

Tyr .
sl COOH-terminal
Y' 4334

Figura 1. Estructura del receptor de insulina. El receptor de insulina tiene dos subunidades

Subunidad

a extraceluares con regiones de unién a insulina y dos subunidades 3 unidas por puentes disulfuro,

con tres dominios; extracelular, transmembranal e intracelular. El dominio intracelular tiene un sitio
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catalitico de cinasa de tirosina y sitios de fosforilacion en tirosina. Figura tomada de Olivares y
Placarte (1)

C L
(@] (@]
O
© o C)ooo
glucose (@)

Figura 2. “Via de sefializacion de insulina. La insulina se adhiere a los receptores
de insulina y desencadena su dimerizacion y la autofosforilacion intracelular de sus residuos
de tirosina, estas moléculas también se someten a fosforilacion y forman un complejo con
PI3K utilizando dominios SH2 fosforilados de PI3K fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), que da
como resultado la formacién de fosfatidilinositol trifosfato (PIP3) y la activaciéon de PDK1 /
2. AKT se fosforila y se activa por PDK1 / 2, que posteriormente provoca la fosforilacion de
AS160. Este ultimo es responsable de la translocacion de GLUT4 a entrada de membrana

celular y glucosa”. Tomado de Swiderska y cols. (6)
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1.2 Resistencia alainsulina

La resistencia alainsulina (RI) es un estado patolégico en el que los érganos
insulinodependientes, como el musculo esquelético y tejido adiposo no responden
adecuadamente a la insulina, lo que puede causar hiperglucemia y aumento en la
secrecion de insulina por las células 8 pancreaticas, a manera de compensacion;
dicha resistencia se caracteriza por la disminucion del transporte de glucosa a
adipocitos y musculo esquelético, aumento de produccion de glucosa en higado y

alteraciones en el metabolismo de lipidos en el tejido adiposo y hepatico (7).

Estudios han demostrado que en la RI, se presentan procesos de
hiperglucemia e hiperinsulinemia (8,9), mientras que uno de los factores
predisponentes mas importantes para el desarrollo de la RI, es la obesidad central
que se puede determinar mediante la circunferencia cintura (CC) (10-12).

La obesidad, principalmente de tipo abdominal que precede a la RI, puede
determinarse mediante indicadores antropométricos validados (13). De acuerdo
con Roriz y cols. (14) después de evaluar doce articulos en los que se estudio la
relacion de diferentes indicadores antropométricos clinicos y la grasa visceral
determinada por medio de tomografia computarizada en poblacion brasilefia, la
CC fue un buen indicador antropométrico de la adiposidad visceral con un
coeficiente de correlacion significativo de r=0.73 y r= 0.77 para hombres y
mujeres (p<0.05), respectivamente, con iguales resultados para japoneses r=0.66
(p<0.05), y para coreanos r=0.705 y r=0.636 para hombres y mujeres,
respectivamente, con p<0.05.

En México, la guia de practica clinica para el diagndstico y tratamiento
del sobrepeso y obesidad exdgena, establece que los valores de CC mayores
de 80 cm en mujeres y a 90 cm en hombres se asocian a enfermedades como
sindrome metabdlico y DT2 y establece dichos valores como punto de corte dentro

de la evaluacién diagnéstica (15).
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1.3 Evaluacion de la resistencia a la insulina

Existen diversos métodos para evaluar la RI, su uso es dependiente de su
complejidad técnica o grado de invasion en el paciente, por lo que algunos no son
aptos para la aplicacion en toda la poblacion (16). Uno de esos métodos es el Clamp
Hiperinsulinemico-Euglucémico, desarrollado por DeFronzo y cols., en 1979 (17),
siendo considerado el estandar de oro para la determinacion de resistencia a la
insulina, su objetivo es suprimir la produccién hepatica de glucosa y con ello
mantener la glucemia en sangre, mediante la infusiébn endovenosa de dosis mayores

a 80 mU/m? por minuto de glucosa.

Actualmente, debido a lo simple y sensible, el método mas utilizado, es la
evaluacion del modelo de homeostasis de resistencia a la insulina (HOMA-IR, por
sus siglas en inglés), que fue desarrollado en 1985 por Matthews y cols.(18), este
método calcula la homeostasis basal del paciente a partir de las concentraciones de
glucosa e insulina en ayuno y ha sido considerado un buen indicador en referencia
al estdndar de oro antes mencionado, incluso tomando en cuenta diferentes edades
La formula para su calculo es la siguiente: HOMA-IR= glicemia de ayuno (mg/dL) x

insulinemia de ayuno (uU/mL)/22.5.

Cabe destacar que en el afio 2000, Bonora y cols.(19), validaron el indice
HOMA-IR con el clamp Hiperinsulinemico-euglucémico para la determinacion de RI
en una muestra de 53 sujetos con Diabetes mellitus tipo 2 (DT2) y 62 sujetos sanos
conedadde 41.3+1.4y55.6 + 1 afos respectivamente; atendidos en la Universidad

de Verona, Italia; con un coeficiente de correlacion de r= 0.820 y p<0.0001.

En el afio 2002, Jonathan Levy y cols., de la Universidad de Oxford,
Inglaterra, desarrollaron la actualizacion del indice HOMA-IR y elaboraron una
calculadora (HOMAZ2-IR) que permite determinar ademas de la insulinorresistencia,
tomando en cuenta la relacion de la resistencia a la glucosa periférica y hepatica asi
como la pérdida de glucosa renal, ajustandose de mejor manera al estado fisiologico
(20).
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Debido a la variabilidad fenotipica entre poblaciones es necesario que el
punto de corte para dicho indice sea determinado para cada una de ellas. Algunos
estudios que han utilizado el indice HOMA2-IR, son el desarrollado en el afio 2017
por Rodriguez y cols., (21), en poblacion mexicana, donde toman como punto de
corte 1.4, por lo que valores mayores determinaron RI; sin embargo, no se establece
el criterio bajo el cual se tom6 como referencia el punto de corte, y por lo tanto
tampoco se encontré la metodologia que se utilizé para su determinacion. Por otra
parte, en un estudio realizado a 258 sujetos de la ciudad de Puebla, para evaluar la
RI se utiliz6 HOMA2-IR con un punto de corte = 2, definido a partir de los valores
menores a la media +1 desviacion estandar, de los valores encontrados en la
muestra, ya que de ese modo se cubria aproximadamente el 85.5% de la muestra
(22).

1.4 Epidemiologia

En la actualidad, no existen registros epidemiolégicos a nivel global
referentes a la RI; sin embargo, al realizar la determinacion de Rl por medio del
indice HOMA2-IR con los dato recabados por la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricion (ENSANUT) 2016, se encontré que a nivel nacional existe una prevalencia
del 24.1 %, mientras que en el estado de Puebla la prevalencia aumenta a 27.9 %
en un rango de edad de 20 a 65 afos; asi mismo, al clasificar a la muestra por grupo
de edad, en el rango de 20 a 44 afos, la prevalencia de Rl es de 23.4 % a nivel
nacional y del 25.8 % en Puebla y para las edades comprendidas entre 45 y 65
afos, una prevalencia de 25.1 % y 30.3 % a nivel nacional y en Puebla,

respectivamente.

Por otro lado, existen diferentes estudios en los cuales se ha reportado la
prevalencia de RI tanto en poblaciones infantiles y juveniles como en adultos
(21,23,24).

En el afio 2017 Rodriguez y cols. (21), en una muestra de 60 mujeres
universitarias con edad comprendida entre 18 y 21 afios de San Luis Potosi, México,

-6-



Huerta-Rodriguez, Aline, 2020, Polimorfismo -607 C/A del gen de IL-18 en sujetos con resistencia a la insulina

reportaron que el 26 % de esta poblacion presenté RI, determinada mediante el
indice HOMA2-IR vy utilizando un punto de corte >1.4.

Mientras que en el afio 2014 Porchia y cols. (23), en una muestra de 569
sujetos del centro de México con edades entre 18 y 84 afios, reportaron que el 23
% de la muestra total, presentaban RI, determinada por HOMA2-IR, cuyo punto de

corte utilizado fue = 1.8.

Por su parte, Ortega-Cortés y cols., en el afio 2014 (24), reportaron que de
103 pacientes con edades de 10 a 15 afios, en un hospital pediatrico de México, el
60.4 % presentd Rl y el 64.5 % hiperinsulinemia, evaluados mediante insulina en
ayuno y el indice HOMA-IR, respectivamente.

1.5 Fisiopatologia de la Resistencia a la Insulina

La RI desde el punto de vista molecular es generada por la deficiente
sefalizacion de la insulina, causada por: 1) Disminucién del nimero de receptores
de insulina y su actividad catalitica, 2) Aumento de la fosforilacion de los residuos
de serina/treonina del receptor de insulina y del sustrato de receptor de insulina, 3)
aumento de actividad de fosfatasas de residuos de tirosina, especialmente de la
proteina fosfatasa de tirosina 1-B que, a su vez, produce actividad disminuida de
cinasas como, PI3K y AKT y defectos de la expresion y funcion del transportador de
glucosa 4 (GLUT-4) (3).

Una de las condicionantes para que se genere RI, es la obesidad que es
consecuencia de la acumulacion de lipidos en el tejido adiposo, y que propicia la
expansion de dicho tejido, con la consecuente alteracion en la secrecion de
mediadores de la inflamacién, aumento de infiltracion de macrofagos y el cambio de
macrofagos tipo 2 (antiinflamatorios) a tipo 1 (secretor proinflamatorio). Entre los
principales mediadores inflamatorios, se encuentran el factor de necrosis tumoral a
(TNF- a) y la interleucina (IL) 6 (IL-6), la IL-18 y la IL-18, la proteina quimiotactica
de -monocitos 1 (MCP-1) y la Angiotensina Il, las cuales generan un proceso

inflamatorio local y sistémico (2,3).
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1.6 Inflamacidon y resistencia a la insulina

En la obesidad los mediadores inflamatorios son secretados al activarse los
macréfagos de tipo 1 que a su vez, contienen complejos proteicos ubicados en su
citoplasma, denominados inflamosomas, y cuya principal funcion es detectar dafo
e iniciar el proceso inflamatorio, y que dentro de su estructura pueden contener;
receptores tipo NOD (NLR), activados en presencia de patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMPs) y patrones moleculares asociados a dafo
(DAMPs), receptores tipo Toll (TLR), RIG-I (por sus siglas en inglés de “retinoic
acid-inducible gene-I-like receptor”) y CLRs (por sus siglas en inglés de “Calcitonin

receptor like receptor 17) (25).

En la RI, el inflamosoma que se activa es el relacionado con los receptores
NLR, cuya subfamilia es la 3 (NLRP3) y los Toll tipo 4 (TLR-4); con respecto al
NLRP3, éste se encuentra conformado estructuralmente por la proteina adaptadora
ASC (por sus siglas en inglés de “apoptosis-associates speck-like protein”) y una
procaspasa-1, la cual se compone de 2 proteinas activas de la caspasa-1; p1l0y
p20, por lo que, cuando el NLRP3, se activa y oligomeriza, se produce la activacion
de caspasa-1y la consecuente secrecion de IL-1B e IL-18 que son proteinas activas
del proceso inflamatorio (figuras 3y 4) (26).

Mientras que el TLR-4, que se encuentra abundantemente en el masculo y
tejido adiposo, contribuye al proceso inflamatorio cuando activa al factor nuclear
kappa B (NF-kB), y promueve la sintesis y secrecion de citocinas IL-6, TNF-a IL-13
e IL-18; mientras que el mecanismo mediante el cual TLR-4 promueve la RI, es por
fosforilacidon e inactivacién de Akt y la activacion de los reguladores negativos de la
sefalizacion de la insulina, al inducir la expresion de la proteina supresora de
sefalizacion de citocinas 3 (SOCS-3) y la proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B)

gue subsecuentemente inhiben la sefial de la insulina (3,27).
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Figura 3. Representacién grafica de la conformacién del inflamosoma en vita transversal y
oligomerizado. NLRP3 contiene dentro su estructura caspasa-1 que, al activarse, genera la
secrecion de IL-1B e IL-18 en obesidad y RI. Figura tomada de Montafio y cols. (18)

Estado magro Estado Obeso
Sin sefial de dafio endégeno —> Sefial de dafio
Inflamosoma NLRP3 inactivo IL-18
) IL-16
Macréfago i
residente de tejido Macrofago activado
(M2) (M1)
A Inflamacién
Presentacion del Muerte del
antigeno, adipocito

reparacion de tejido

y barrido ‘

‘ Inflamacion crénica
Mantenimiento de la funcién del ‘
tejido

Resistenciaa la insulina

Figura 4. Activacion del inflamosoma y generacion de resistencia a la insulina en la obesidad.
Figura traducida y modificada de Vandanmagsar, B. y cols. (10)
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1.7

1.7.1 Citocinas

Interleucina 18 (IL-18)

Las citocinas son glucoproteinas extracelulares de bajo peso molecular,

sintetizadas por diferentes células del sistema inmune, principalmente por linfocitos

T, neutréfilos y macréfagos e intervienen en la respuesta inmune como

diferenciadoras, proliferadoras y activadores de células y otras citocinas que actdan

en condiciones normales y patologicas (28). Dentro de sus caracteristicas se

encuentran la vida media limitada, actividad paracrina y autocrina, pleiotropismo,

redundancia, sinergia y antagonismo (29). Segun la familia a la que pertenecen o a

la funcidon que realizan, las citocinas se clasifican en familias, quimiocinas,

estimuladoras de hematopoyesis (factores de crecimiento) e interferones. (Cuadro

1).

Cuadro 1. Clasificacién de las citocinas

Clasificacion Miembro Funcién
IL-1a, IL-1B, IL-18, | Actividad agonista
IL-33, IL-364q, IL-
Familia 1 36B y IL-36y
IL-1Raq, IL-36 Ra e | Receptores de actividad antagonista
IL-38
IL-37 Antiinflamatoria
Familia 2 IL-2, IL-4, IL-7, IL- | Factores de crecimiento y proliferacion para células
(de la cadena 'y 9, IL-15, IL-21 progenitoras y maduras
comun)
Quimiocinas IL-8 (CXCLB8) Reclutamiento de neutréfilos y mantenimiento de respuesta

inflamatoria

MCP-1 (CCL2) y
CCL11 (eotaxina)

Reclutamiento de leucocitos, especialmente de monocitos y
eosinofilos.

Estimuladoras
de

LCR

Crecimiento de progenitores de monocitos, neutroéfilos,
eosinofilos, basofilos y macréfagos.

hematopoyesis GM-CSF Proinflamatorias
M-CSF
Interferones IFNay 8 Inmunidad natural, evitan replicacion viral
IFNy Activa respuesta de LTH1, es antiviral y antiproliferativa,

activadora de fagocitos y diferenciacion de LTyB,
estimulador de 19G2 e 1gG3.

MCP-1: Proteina 1 quimioatrayente de monocitos, LCR: factor estimulante de colonias, GM-CSF: factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos), M-CSF: Factor estimulante de colonias de macrofagos,
TH1: Linfocitos colaboradores, IgG: Inmumoglobulina G Adaptado de Vegay Ferreira. (29)

-10-
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La IL-18 es una citocina pleiotropica de 24 kDa, es considerada
proinflamatoria, y miembro de la familia 1, se encuentra presente en la respuesta
inmunitaria innata y adquirida. Actualmente, se sabe que es inductora de interferén
gama y es producida en muchas células, entre ellas macréfagos, células
endoteliales, de musculo liso, dendriticas, de Kupffer y en adipocitos. Asi mismo, su
activacion depende de la caspasa-1, y trabaja en sinergia con la IL-12, induciendo

una respuesta mediante linfocitos T colaboradores (Th1) (30).

1.8 ResistenciaalainsulinaelL-18

Algunos estudios apoyan la hipétesis de que IL-18 se puede considerar como
un marcador especifico de Rl y DT2 (31-33).

Un estudio realizado en el afio 2015 (31), en una poblacion de 218 hombres
brasilefios aparentemente sanos con promedio de edad de 50 + 5 afios, se les
determino circunferencia cintura, glucosa e insulina de ayuno, IL-18 sérica y perfil
de lipidos, concluyeron que al subdividir lo niveles de IL-18 por terciles, el tercil 3
(407.7 pg/mL) se present6 en los sujetos con los niveles mas altos de HOMA-IR
p<0.001 (1.5).

Aparentemente, solo se han recabado dos estudios que relacionan de
manera directa los niveles de IL-18 y DT2. El primero de ellos es de Zilverschoon y
cols. (32), en el afio 2008, quienes con una muestra de 42 sujetos provenientes de
los Paises bajos, divididos en tres grupos; sin diabetes magros (n=17, 9 hombres y
8 mujeres), grupo de sujetos con obesidad sin diabetes (n=11, 6 hombres y 5
mujeres) y grupo con DT2 pareados por edad y peso (n=14, 8 hombres y 6 mujeres),
determinaron que los sujetos obesos y con DT2, presentan altos niveles de IL-18
circulante (360.6 + 36.5 pg/mL?, 438.3 + 49.5 pg/mL™, respectivamente, p< 0.05);
gue los niveles séricos de IL-18 correlacionaron con la circunferencia de cintura (r:
0.45, p<0.05) y que la expresién de receptores de IL-18, fue aproximadamente 50%

menor en obesos y diabéticos en comparacion con individuos delgados.
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A su vez, Hivert y cols., en el afilo 2009 (33), realizaron un estudio en una
cohorte de casos (DT2) y controles (sanas) de enfermeras estadounidenses con
edades comprendidas entre los 30-55 afios; en total la muestra fue de 1,012
participantes como casos y 1,081 en el grupo control, mismas que fueron seguidas
del afio 1976 a 2002. En dicho estudio, obtuvieron como resultado que los niveles
de IL-18 en el quintil mas alto se asociaron con un RR de 1.75 para el desarrollo de
DT2 a largo plazo (p<0.0001); ademas, cuando se realizé el ajuste por el IMC la
tendencia siguidé siendo significativa con un RR de 1.44, (p<0.0001); por lo que,
concluyeron que dicha asociacién es independiente de los factores de riesgo

habituales, entre ellos el IMC.

1.9 Polimorfismo de IL-18

1.9.1 Polimorfismo

Un polimorfismo se define como “la existencia simultanea en una poblacion
de genomas con distintos alelos para un locus determinado” (Torrades, 2002,
p.122); el término “genético” hace referencia a las variaciones genéticas en la
poblacion y a su vez es responsable de la variabilidad entre individuos de la misma
especie; los polimorfismo pueden ser cromosémicos o de secuencia del ADN,
dentro de este Ultimo grupo se encuentran los polimorfismos de un solo nucle6tido
(SNP) gue consisten en la variacion en un solo par de bases y representan los

cambios genéticos mas distribuidos en el genoma humano (34).

La mayoria de los SNP’s tienen dos alelos, los cuales se denominan,
principal o mayor y raro 0 menor; este Ultimo debe tener una frecuencia superior a
1% en la poblacion para que sea considerado como polimorfismo (35). La idea de
que los polimorfismos genéticos tienen nulo o poco impacto en la salud se ha
abandonado y, actualmente, se acepta que los polimorfismos pueden estar
asociados con la susceptibilidad a padecer enfermedades como: DT2, sindrome
metabolico, obesidad, asma, lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide.

(35,36). En este sentido, hay algunas propuestas de nombrar a algunos SNPs en
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funcién de su efecto, como en el caso de los SNP reguladores (rSNP), los cuales
pueden localizarse en los sitios promotores de los genes que sintetizan proteinas y

afectar la tasa de transcripcion y produccion de la proteina que codifican (Figura 5)
(29)

A B

Afecta a la expresién génica Afecta al corte y empalme y la generacion
de isoformas de las proteinas
e 3 A
v VIV ¥
AAGC GCC SNP G/T GCTC GG SNP C/G
\-i | g | aon
Promotor E1 1 l E2 12 E3 14 E4
Cap AUG UAG AAA ARNm
5'UTR Region codificante / 3UTR PoliA
GCGCT[T/A|CG SNP T/A CTTA CG SNP A/C CACG|G/A| GG SNP G/A
C Afecta ala traduccion D Afecta a la funcién de la proteina E Afecta a la estabilidad
del ARNm sin cambiar aminoacido del ABNm

Figura 5. Efecto funcional de los rSNP. Figura tomada de Ramirez- Bello y cols., (29)

A. Los rSNP ubicados en el ADN pueden afectar a los niveles de expresion si estan en el
promotor B. Los SNP en la estructura de los ARNm pueden afectar al corte y empalme
especialmente si se ubican en intrones- exones C. Afectar la traduccion del ARNm a proteinas.
D. En la region 5’'UTR, (regiones codificantes sin cambiar aminoacidos) tienen papel importante

en la funcion de la proteina. E. En la regiéon 3'UTR pueden afectar a la estructura y estabilidad
del ARNm.

1.9.2 Equilibrio Hardy-Weinberg

En genética, los cambios evolutivos en la poblacién pueden describirse en
funcién de los alelos y frecuencias genotipicas. Para ello se cuenta con postulados
como el equilibrio de Hardy-Weinberg (38), el cual describe que, bajo ciertas
condiciones, (una poblacion de gran tamarfio, cuyos individuos en su totalidad son
viables y fecundos, y que ademas se aparean al azar), las frecuencias alélicas de

un locus determinado se mantienen constantes de una generacion a la siguiente;
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también postula que la relacion entre frecuencias alélicas y genotipicas puede
describirse bajo términos matematicos; por ejemplo, para un sistema de dos alelos,
la suma de sus frecuencias es igual a la unidad y se puede representar con la

siguiente formula (38):
ptq=1

Donde p representa la frecuencia del alelo A1 y g la frecuencia del alelo Ao.
Ademas, si no existen més alelos que los dos antes mencionados, las frecuencias

genotipicas de equilibrio se determinan con la siguiente ecuacion:
p2 + 2pq + q2

Donde p? representa los homocigotos A1 (AiA1), 2pq representa a los

heterocigotos A1Az y g? representa a los homocigotos Az (A2Ay).

De tal forma que, con valores cualesquiera de p y q, bajo las condiciones
descritas al inicio, se pueden predecir las frecuencias genotipicas de la siguiente

generacion de una poblacion en particular (38).

Por otra parte, la estimacion de las frecuencias genotipicas y alélicas se
define como la proporcion relativa de genotipos o alelos en determinada poblacion
y puede expresarse en porcentajes o unidad (39). Las férmulas para la

determinacioén de las frecuencias alélicas y genotipicas son las siguientes:

F(Alélica)” numero de alelos observados
élica)" =

numero total de alelos

numero de genotipos

f(genotipicas)™ = ; f(genotipicas)™ = f(genotipicas)x100%

numero de muestras

-14 -



Huerta-Rodriguez, Aline, 2020, Polimorfismo -607 C/A del gen de IL-18 en sujetos con resistencia a la insulina

1.9.31L-18 y sus polimorfismos

El gen de laIL-18 se localiza en la region 11g22.2-22.3 y su region promotora
contiene multiples sitios de inicio de la transcripcion, y se han identificado tres SNP’s
en el promotor de dicho gen, en las posiciones -137 G/C (rs187238), -607 C/A
(rs1946518) y -656 G/T (rs1946519), y se ha propuesto que los dos primeros
pueden influir en la expresiéon y produccion de IL-18 mediante la modificacion de la
eficiencia de la transcripcion (40). En el caso de -137 G/C, se altera el sitio de unién
del factor nuclear H4TF-1, considerado como un sitio de unién a factores nucleares
de genes especificos de la histona H4; mientras que el cambio de citocina por
adenina en la posicién -607 interrumpe un sitio de unioén a la proteina de unién al
elemento sensible al AMPc (CREB) (41).

-15-
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1.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

1.2.1 Polimorfismo -607 C/A de IL-18 y resistencia a la insulina

Seyda y cols., (42) realizaron un estudio observacional, con el objetivo de
analizar la utilidad del SNP de IL-18 como marcador genético en el sindrome
metabdlico. En este se incluyeron 180 individuos de Pakistan, divididos en tres
grupos, cada uno de 60 sujetos: un grupo con normopeso, otro con sobrepeso y el
tercero con obesidad; se determinaron varios parametros metabdlicos, entre ellos
RI por medio de HOMA-IR y se analiz6 el genotipo para el SNP de IL-18 -607 C/A,
dentro de sus resultados se reportaron que el nUmero de sujetos con genotipo AA
fue mas alto en los sujetos con sobrepeso y obesidad en comparacién con los de
normopeso (24, 24 y 10 sujetos, respectivamente; p<0.001); ademas los sujetos con
genotipo AA tuvieron niveles mas altos de grasa corporal en comparacion con los
de genotipo CC (29.31% + 9.46% vs 24.70% £ 10.30%, p<0.001) y RI determinado
por HOMA-IR (9.47 + 3vs 7.75 £ 4.34, p= 0.007) y que los niveles de IL-18 tuvieron
correlaciéon con RI, r=0.699, y cuando se realizé el ajuste por edad, IMC y porcentaje
de grasa corporal, se reportd que la correlacion disminuydé pero se mantuvo
significativa (HOMA-IR r= 0.344, p<0.001).

Por otra parte, en el afio 2015, Martinez-Hervas y cols., (43) realizaron un
estudio en donde determinaron el SNP rs7559479 del gen receptor de la IL-18 como
modulador de los niveles plasmaticos de IL-18 durante la insulinemia; para ello
estudiaron una muestra de 746 sujetos del area metropolitana de Valencia, Espafia,
a los que se les midieron varios parametros metabdlicos, entre ellos, RI (tomando
como punto de corte valores mayores a 14 de insulina en ayuno) y niveles
plasmaticos de IL-18. Dentro de sus resultados reportaron que los niveles de la
citosina se correlacionaron con los niveles de glucosa e insulina, obteniendo valores
de r= a 0.225 y 0.206, respetivamente, que los niveles mas altos de IL-18 se
presentaron en los sujetos con RI (p< 0.001) y finalmente, que el genotipo GG del

SNP rs7559479 (asociado al receptor de IL-18) se asocio directamente con los altos
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niveles de dicha interleucina (GG con niveles de IL-18 de 493 £ 41 pg/mL vs AA+AG
con 428.3 £ 8.5 pg/mL, p<0.025).

Estos estudios encontraron diferencias entre sus grupos de estudio con
referencia a los niveles de IL-18 y el SNP -607 C/A o el SNP para el receptor de IL-
18 y con algunos parametros antropométricos y metabdlicos, incluidos el peso y la
RI.
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Capitulo 2. MARCO METODOLOGICO

3. Planteamiento del problema

Se sabe que la resistencia a la insulina tiene como componente
fisiopatoldgico la expresion de citocinas proinflamatorias. Hasta hace poco las mas
asociadas a este proceso eran la IL-6, IL-1B y TNFa; sin embargo, recientemente
en algunos estudios, se ha observado una participacion importante de IL-18.
Asimismo, se sabe que los polimorfismos en la region promotora de este gen, -607

C/A 'y -137 G/C influyen en la expresiéon y produccién de dicha citocina.

Se ha visto que el polimorfismo -607 C/A de IL-18 se asocia con algunos
componentes del sindrome metabdlico, pero no de manera directa con RI. Ademas,
hasta nuestro conocimiento, no existen estudios que hayan analizado la posible
asociacion de este polimorfismo con parametros antropomeétricos y metabolicos en

poblacién mexicana.

Es por lo anterior que surge la siguiente pregunta de investigacion para

nuestro trabajo:

¢El polimorfismo -607 C/A del gen de IL-18 est& asociado con resistencia a la

insulina?
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4. Hipodtesis

El genotipo AA del SNP -607 C/A del gen de IL-18 se asocia con RI

5. Justificacion

Hasta nuestro conocimiento no existen estudios a nivel internacional
gue estudien la asociacion del polimorfismo -607 C/A de IL-18 con la Rl y
tampoco se ha descrito en poblacion mexicana.

Determinar si el polimorfismo -607 C/A del gen de IL-18 se relaciona
con RI, nos permitiria ampliar el conocimiento del componente genético que
influye dentro de la expresion del estado proinflamatorio en la RI en
poblacion mexicana y con ello contribuir en la comprension de la
fisiopatologia de la enfermedad, asi mismo, podrian surgir intervenciones en

funcién de esta citocina o puede valorarse como factor de riesgo.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Determinar la asociacién entre el SNP -607 C/A del gen de IL-18 con la
presencia de resistencia a la insulina en una muestra de la poblacion del estado
de Puebla
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Objetivos especificos

Determinar los valores de HOMA en los sujetos de estudio por medio de la
calculadora HOMA2-IR

2. Determinar el SNP -607 C/A del gen de IL-18 en los sujetos de estudio.

Determinar y comparar las frecuencias alélicas en los grupos de estudio
(sujetos con y sin RI)

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

Analizar el SNP -607 C/A del gen de IL-18 con modelos de herencia
(dominante y recesivo) y su relacién con RI.

Analizar la influencia del SNP -607 C/A del gen de IL-18 con modelos de

herencia en la relacién de alteraciones metabdlicas con la RI.

. Metodologia

7.1 Descripcion del estudio

Se realiz6 un estudio comparativo, observacional, transversal y homodémico,

en las instalaciones del Hospital Universitario de Puebla (HUP), por medio de la

Clinica “Dale un minuto a tu vida” y en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

a través del Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) de

Guadalajara, Jalisco, en el periodo comprendido entre agosto de 2018 y julio de

2020 con un numero de registro del comité de investigacion de la Facultad de
Medicina, BUAP 692 (Anexo 1).

El universo de estudio fue la poblacién general que acudi6 a la clinica “Dale

un minuto a tu vida” de manera voluntaria, de los cuales, se obtuvo una muestra de

estudio conformada por 89 sujetos de 18 a 55 afios, que cumplieron con los criterios

de inclusion, aceptaron participar y firmaron el consentimiento informado (Anexo 2).
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Todos los procedimientos se apegaron a los lineamientos éticos vigentes en la Ley
General de Salud y las pautas de la declaracion de Helsinki (Anexo 3). El tamafio
de la muestra fue a conveniencia y el tipo de muestreo no probabilistico, debido a

que solo se eligieron los sujetos que cumplieron con los criterios de seleccion.

7.2 Criterios de selecciéon de la muestra

7.2.1 Criterios de inclusién

e Ambos sexos

e Edad de 18 a 65 afios

e Hijos/as de padres mexicanos

e Sujetos que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento

informado

7.2.2 Criterios de exclusién

e Sujetos con diabetes

e Sujetos con diagndstico de cancer

e Mujeres embarazadas o lactando

e Sujetos que al momento de la entrevista reportaron diagnéstico de
enfermedades inflamatorias autoinmunes, insuficiencia renal, traumatismos
en etapa inflamatoria, alcoholismo, tabaquismo, enfermedades

cardiovasculares y alteraciones tiroideas.

7.2.3 Criterios de eliminacidén

e Sujetos que no se presentaron a la toma de estudios de laboratorio.

e Sujetos que fueron diagnosticados con diabetes durante el estudio
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7.3 Variables de estudio

Definicién de variables y escalas de medicion (Anexo 4)

Variable independiente: Genotipo para el polimorfismo de IL-18 -607 C/A
Variable dependiente: Resistencia a la insulina

Variable de ajuste: Circunferencia cintura

Variables demograficas: Sexo, edad

7.4 Diagrama de Flujo

» |dentificar sujetos de estudio de 18-65 afios y firmar el
consentimiento informado.

Etapa 1

» Caracterizacion clinica, antropométrica y bioquimica (Historia
clinica, circunferencia cintura, Glucosa e insulina de ayuno, y
Et 2 hemoglobina glucosilada
apa » Conformacién de los grupos. (Determinacion de la resistencia
a la insulina mediante HOMAZ2-IR)

» Asesoramiento individualizado.

Eta pa 3 +» Genotipificacion del polimorfismo -607 C/Adel gen de IL-18

Eta pa 4 » Analisis de resultados (estadistica), escritura de tesis y
publicacién de resultados.
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7.5 Técnicas y procedimientos

El estudio se realizé en 4 etapas:

Etapa 1: Informaciéon y firma del consentimiento informado

La poblacion para el proyecto de investigacion estuvo conformada por sujetos
que acudieron a la clinica de asesoramiento para disminuir el riesgo a
enfermedades cronico-degenerativas “Dale un minuto a tu vida”, anexa al Hospital

Universitario de Puebla (HUP), de la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla.

Se les invitd a participar en el proyecto de investigacion, se les explico
ampliamente los objetivos y en qué consistiria su participacion y los beneficios a los
gue accederia en caso de aceptar. También, se les proporciond la Carta de
Consentimiento Informado para proyectos de investigacion clinica que cumple con
los requerimientos de ética en investigacion clinica en salud (Anexo 3), misma que
leyeron y firmaron (Anexo 2). Finalmente, se les agend6 una cita para asistir a la

caracterizacion clinica y antropométrica en el consultorio anexo al HUP.

Etapa 2: Caracterizacién clinica, antropométrica y bioquimica

Una vez que el participante acudio a su cita de caracterizacion, se le realizé

una historia clinica y la toma de medidas antropométricas (Anexos 5y 6)

Ademas, se le realiz6 una toma de muestra de sangre periférica suficiente,
segun los procedimientos y las técnicas estandarizadas establecidas por el
Laboratorio de Andlisis Clinicos del HUP para la caracterizacién bioquimica. Se
determinaron los niveles de glucosa (Anexo 7) e insulina en ayuno (Anexo 8) y

hemoglobina glucosilada (Anexo 9).

Los valores de glucosa e insulina se utilizaron para el calculo del indice

HOMAZ2-IR, y los sujetos con valores =2 fueron asignados al grupo de RI (Anexo
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10). Los sujetos con hemoglobina glucosilada con valores = 6.5% fueron eliminados
del estudio, por ser criterio diagnoéstico para DT2 y se les refirid con un especialista

para su seguimiento.

Ademas, se tomo una muestra de sangre periférica adicional para el analisis

genético, la cual fue almacenada a 4°C.

Como parte del servicio de la clinica, se realizo la entrega e interpretacion de
los resultados antropométricos y bioquimicos, acompafado de un asesoramiento

meédico, nutricio, fisioterapéutico y odontologico individualizado.

Etapa 3: Genotipificacién para el polimorfismo -607 C/A del gen de
IL-18

A partir de la muestra sanguinea que se les tomo a los sujetos para el analisis
genético se obtuvo el ADN gendmico. EI ADN obtenido, se cuantificé por
espectrofotometria de luz UV y se hicieron diluciones de trabajo a 25 ng/uL. Estas
diluciones se utilizaron para la genotipificacion. EI método que se utilizd fue la
reaccion en cadena de la polimerasa por confrontacion de dos pares de cebadores
(tetra-cebador) de acuerdo a las condiciones reportadas por Seyda y cols. (42). Las
secuencias de los oligonucleétidos cebadores fueron las siguientes:
CCTACAATGTTACAACACTTAAAAT y ATAAGCCCTAAATATATGTATCCTTA,
con los que se amplificé un fragmento de 440 pb que contenia el sitio de interés.
Para la amplificacion del alelo A, se utilizé el oligonucleétido cebador con la
siguiente secuencia: GATACCATCATTAGAATTTTGTG, con el cual se esperaba
amplificar un fragmento de 278 pb, mientras que para el alelo C, la secuencia del
oligonucledtido cebador fue: GCAGAAAGTGTAAAAATTATCAA y con el que se
obtuvo un fragmento de 208 bp. Figura 6 (Anexo 11).

Longitud Fragmento de interés Fragmento complementario

440 pb CCTACAATGTTACAACACTTAAAAT ATTTTAAGTGTTGTAACATTGTAGG
440 pb ATAAGCCCTAAATATATGTATCCTTA TAAGGATACATATATTTAGGGCTTAT
278 pb GATACCATCATTAGAATTTTGTG CACAAAATTCTAATGATGGTATC
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208 pb GCAGAAAGTGTAAAAATTATCAA TTGATAATTTTTACACTTTCTGC

TTICTARR L TCTARCATTTTARAL A AR GCGEARCATTTTGCALATR
TTITCTITTACTTTAT AR CCT AT TCAGGACT TCCCCTTCCTCCCARGCTCALTATGETGTCALAGEATR
GITEATACAGECCATTAR AT TTACTTTTCAGT GEARCAGGACGTCCATTITTCATALRRCTTCTTTATCITG
CIGTATCAGATGCARGOCACAC
CAGRMACTAACCTTEEEEAGAGEEATACCAL A A TTCAGETALGAGEEGCARATATTTACTTGCAGTTTCCR
GIGTTARALCTTICTATTCCT GEARTGATAGCARAGACTGACCTARRATATTT GAI&.E&TE&CILI&TT-

Figura 6. Fragmentos esperados en la secuencia de ADN de la regién promotora del gen de IL-

18. Color verde: oligonucledtido cebador de inicio, color azul: oligonucleétido cebador final,
color rosa: oligonucledtido cebador para amplificar alelo A, color rojo: oligonucleédtido cebador
para amplificar alelo C, color amarillo: regién de identificacién de SNP estudiado.

En la figura 7 se muestra un gel de poliacrilamida tefido con nitrato de plata
en donde se observan los tamarfios de los fragmentos obtenidos en pares de bases
(pb), asi como la interpretacion de genotipos: la banda control de 440 pb, alelo A de
278 pb y alelo C de 208 pb.

Marcador AA CC CA CA AA AA CA AA CA

440 pb

278 pb =——>

208 pb =—>

Figura 7. Gel de poliacrilamida teiiido, con genotipos para el SNP -
607 C/A del gen de IL-18, pb: pares de bases. Carril no.1: Marcador
o escalera de tamafo molecular, carriles 2-10, genotipos para
algunas muestras.
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Etapa 4: Anédlisis de resultados
Se realizé en analisis estadistico, la escritura de tesis y publicacion de los

resultados.

7.6 Andlisis estadistico

El analisis de los datos incluyo la estadistica descriptiva de las frecuencias
genotipicas y alélicas por medio de valores absolutos y porcentajes y para las

variables numéricas media y desviacion estandar.

Para realizar el andlisis estadistico inicialmente se realizdé la prueba de
Kolmogorov-Smirnov para evaluar la distribucion de las variables, y una vez
obtenido el resultado se realiz6 la comparacion de medias entre grupos por medio
de la prueba de U de Mann-Whitney para las variables insulina y glucosa de ayuno,
HOMAZ2-IR y circunferencia cintura ya que no siguieron una distribucion normal.
Ademas, se realizaron tablas de contingencia y Chi? de Pearson para determinar la
diferencia de frecuencias de las variables edad y sexo entre grupos.

El equilibrio de Hardy-Weinberg se calculé por medio de la prueba Chi? de
Pearson, mientras que para descartar la existencia de endogamia en la poblacién
se utilizé el estadistico F, calculado a partir de la formula: F= Paa/Pa + Paa/Pa-1, en
donde Paa/Paa son las frecuencias genotipicas y Pa/ Pa las frecuencias alélicas.
Ambos resultados fueron comparados con el de una poblacion general proveniente
del estado de Puebla y reportada previamente (22). Ademas, se utilizé la prueba de
Chi2 de Pearson para comparar la frecuencia de genotipos entre grupos a partir de

los modelos de herencia dominante y recesivo.

Finalmente, para determinar la asociacion del SNP por modelo de herencia
con la RI, se realizé una regresion logistica binaria con el correspondiente intervalo

de confianza y ajustado para la variable circunferencia cintura.

El analisis estadistico se llevd a cabo mediante el uso del paquete SPSS

version 23, y tomando en cuenta un valor de significancia <0.05 (p<0.05).
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Debido a que el tamafio de muestra fue tomada a conveniencia, se realiza el
calculo del poder de la muestra para la regresion logistica binaria mediante G*
Power 3.1.9.4.

8. Resultados

Se realiz6 la invitacion a participar al estudio a un total de 250 personas, de
los cuales, 161 sujetos aceptaron participar y firmaron el consentimiento informado,
de ellos, 88 cumplieron con los criterios de inclusién, 25 fueron eliminados y 48

excluidos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Criterios de exclusién y eliminacion de los sujetos reclutados

Numero de sujetos Criterios de exclusion / eliminacion
2 Hipotiroidismo
12 Alcoholismo
2 Tabaquismo
32 Muestra insuficiente para lectura del polimorfismo
19 Diagnostico DT2
6 HC incompleta

DT2: Diabetes Mellitus tipo 2

En el cuadro 3, se muestran las caracteristicas demogréficas, bioquimicas y
antropomeétricas de los sujetos que conformaron la muestra total para este estudio.
Del total de sujetos, 40 (46%) se clasificaron en el grupo de Rl y 48 (54%) en el de
sin Rl. Ademas, del total de la muestra, 52 (59.1%) sujetos fueron hombres y 36
(40.9%) fueron mujeres, mientras que la muestra tuvo en promedio 43.7 £ 12.1 afios
de edad.
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Cuadro 3. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio

Variable n=88 Rango de normalidad
Edad (afios) 43.7+12.1 N/A
Insulina (uU/mL) 144+8.5 8.7-12 pU/mL

+
Glucosa (mg/dL) 96.1 +14.3 70-100 mg/dL
HOMA2-IR 19+x1.1
22

CC (cm)

Mujeres 86.8£9.7 <80 cm

Hombres 97 +£11.8 <90 cm
Sexo (M/H) 36/52 N/A
RI (Si/ No) 40/48 N/A

CC: Circunferencia cintura, Media + Desviacion estandar, RI; Resistencia a la insulina.

En el cuadro 4, vemos que al realizar la comparacion de los grupos con y sin
RI, se encontrd diferencia significativa para el sexo, menor nimero de mujeres en
el grupo con RI que en el de sin Rl y mayor nimero de hombres en el grupo con RI
qgue sin RI (p<0.001), también se encontrd diferencia en los niveles de insulina,
glucosa de ayuno y HOMAZ2-IR, siendo mayores en el grupo con RI, las tres
mediciones tuvieron una p<0.001 y en el caso de circunferencia cintura la diferencia
solo fue significativa para los hombres (p<0.001), ya que los sujetos en el grupo de

RI tuvieron valores mayores.
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Cuadro 4. Caracteristicas demogréficas, bioquimicas y antropométricas por

grupo de estudio

Sin RI Con RI
(n=48) (n=40) P
Sexo (M/H) 31/17 5/35 <0.001*
Edad (afios) 41.6+12.4 46.2 +11.4 0.084**
Insulina (uU/mL) 84+29 215+75 <0.001**
Glucosa (mg/dL) 89.2+8.7 104.3+154 <0.001**
HOMA2-IR 1.08+0.4 2.8 +£0.96 <0.001**
CC (cm)
Mujeres 83+11.7 92+8.1 0.929**
Hombres 86.3+7.5 102.8+ 10.1 <0.001**

CC: Circunferencia cintura, *Prueba de Chi cuadrada, ** Prueba U de Mann Whitney, p<0.05.

Las frecuencias alélicas y genotipicas para la poblacién general de Puebla y
para los sujetos de estudio se muestran en el cuadro 5, en donde se observa que
no hay diferencia en las frecuencias genotipicas entre ambos grupos (p=0.564).
Cabe resaltar que se determinaron dichas frecuencias para la poblacion general de
Puebla debido a que no hay datos de referencia para poblacion mexicana. Ademas,
a la muestra se le determiné el coeficiente de endogamia, siendo de -0.43, lo que

significa que en la muestra encontramos gran diferenciacion genética.

Cuadro 5. Frecuencias genotipicas del SNP -607C/A del gen de IL-18 en

poblacion general y muestra de estudio.

Poblacién General Muestra de estudio
(n=98) (n=88) Chi cuadrada p
Genotipo
AA 26 (26.5%) 29 (32.6%)
CC 23 (23.5%) 22 (24.7%) 1.146 0.564
CA 49 (50%) 37 (42.7%)

Los datos se expresan en frecuencias absolutas y porcentajes SNP: Polimorfismo de Gnico nucleétido,

p<0.05
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En el cuadro 6, se presentan las frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -
607 C/A del gen de IL-18 para cada grupo de estudio; no encontrandose diferencia

significativa entre grupos.

Cuadro 6. Frecuencias genotipicas y alélicas del SNP -607C/A del gen de

IL-18 en los grupos de estudio.

Genotipos SinRI ConRI P
n (%) n (%)
AA 16 (33) 13 (32)
IL-18 -607 (CA) cC 13 (27) 8 (22) 0.68*
CA 19 (40) 19 (46)
Alelos
A 51 (53) 45 (47)
0.81*
C 45 (55) 37 (45)

Datos expresados en frecuencias absolutas y porcentajes, *Prueba de Chi Cuadrada

En el cuadro 7, se presentala comparacion entre grupos para las frecuencias
genotipicas del SNP -607 C/A del gen de IL-18. De acuerdo con el modelo
dominante de herencia genética, en donde se asume que una sola copia del alelo
de riesgo es suficiente para modificar el riesgo y el modelo recesivo que apunta que
es necesario tener dos copias del alelo de riesgo para causar la modificacion del

riesgo. No hubo diferencia entre grupos.
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Cuadro 7. Frecuencias genotipicas en modelo dominante y recesivo

ConRI Sin RI
Genotipo n=40 n =48 p
Modelo dominante

C/C 8 (22%) 13 (27%)

C/IA + AIA 32 (78%) 35 (73%) 0.464*
Modelo recesivo

C/IC+CI/A 26 (66%) 33 (69%)

A/A 14 (34%) 15 (31%) 0.821*

rl?;a(t)ogsexpresados en frecuencias absolutas y porcentajes *Prueba de Chi cuadrada,

Se determind la asociacion entre los modelos dominante y recesivo del SNP
-607 C/A del gen de IL-18 con Rl como se muestra en el cuadro 8; sin embargo, no

se encontrg asociacion aun después de hacer el ajuste por CC.

Cuadro 8. Andlisis de asociaciéon del SNP -607 C/A del gen de IL-18 con Rl

RI OR 95% ClI p
_ 1.321 0.498-3.504 0.576
Modelo Dominante
) 1.049 0.374-2.946 0.927
Modelo Dominante*
Modelo Recesivo 1.141 0.469-2.773 0.771
1.038 0.411-2.623 0.937

Modelo Recesivo*

Grupo 1: Modelo dominante (CA+AA). Grupo 2: Modelo recesivo (CA+CC), *Ajustado para
obesidad central, Regresion logistica binaria, p<0.05

Finalmente, debido a que algunos estudios han reportado que la CC (>80 cm
para mujeres y >90 cm para hombres), la hiperglucemia (= 100 mg/dL) y la
hiperinsulinemia (= 11.25) se asocian fuertemente a RI, se realizé un analisis de
asociacion entre estas alteraciones metabdlicas y Rl y se ajust6 para los modelos

dominante y recesivo, como se muestra en el cuadro 9; en donde podemos ver que
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el aumento en 1 unidad de la obesidad central (1cm de cintura) aumenta
significativamente la posibilidad de presentar Rl (OR= 0.288, IC95%=1.282-9.388
p<0.014) y que una vez ajustada esta asociacion para el modelo recesivo (CA + CC
vs. AA) del SNP -607 del gen de IL-18, la probabilidad de presentar Rl aumenta a
3.489 (IC95%=1.276-9.537; p<0.015). No sucediendo lo mismo con las otras

variables de interés.

Cuadro 9. Asociacion entre alteraciones metabdlicas y Rl ajustado para los

modelos dominante y recesivo

RI OR IC 95% p
Obesidad central 0.288 1.282-9.388 0.014
i i 0.291 0.106-0.799 0.017
Ajustado con modelo dominante
. ) 3.489 1.276-9.537 0.015
Ajustado con modelo recesivo
0.190 0.072-0.505 0.001
Glucosa alterada
. . 0.190 0.071-0.504 0.001
Ajustado con modelo dominante
. ) 0.172 0.063-0.471 0.001
Ajustado con modelo recesivo
0.000 0.000 0.000
Hiperinsulinemia
. . 0.000 0.000 0.997
Ajustado para modelo dominante
0.000 0.000 0.997

Ajustado para modelo recesivo

Modelo dominante (CA+AA vs. CC). Grupo 2: Modelo recesivo (CA+CC vs. AA), Regresion logistica binaria,
p<0.05, Obesidad central (>80 cm para mujeres y >90 cm para hombres), hiperglucemia (= 100 mg/dL) e

hiperinsulinemia (= 11.25).
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9. Discusion

Debido a que diversos estudios han reportado que la obesidad central
(determinada por medio de la circunferencia cintura), la hiperglucemia y la
hiperinsulinemia se asocian a RI, se realizé un analisis de asociacion entre estas
alteraciones metabolicas y Rl y se ajustaron a los modelos dominante y recesivo del
SNP -607 C/A del gen de IL-18; encontrandose que la asociacion entre Rl y la
obesidad central aumento cuando se porta el modelo recesivo de herencia; si bien
no hay articulos que reporten asociaciones de este tipo con el SNP de estudio,
Zamoray cols. (22,44) han reportado que las alteraciones metabdlicas relacionadas
a DT2 se modifican cuando se ajustan a algin modelo de presentacion de
haplotipos de IL-6. Por lo que, derivado de los resultados, se propone que el riesgo
a presentar Rl debido a obesidad central aumenta cuando se porta el modelo
recesivo (CA+CC) del SNP -607 C/A del gen de IL-18.

Se encontro diferencia significativa en el sexo de los sujetos de estudio por
grupo, teniendo mayor proporcién de hombres que mujeres en el grupo con R, lo
gue se asemeja a lo reportado por Gallo y cols., (45) en una muestra de sujetos
colombianos, en donde, el 31.1% de resistentes a la insulina fueron hombres y el
19.7% mujeres, ademas se encontré que los hombres tuvieron mayores valores de
circunferencia cintura en el grupo de Rl en comparacién con el grupo sin Rl y cémo
se sabe la obesidad central es un factor importante relacionado a la RI. Los valores
de CC encontrados en los hombres pueden estar relacionados al estilo de vida,
como la actividad fisica y la alimentacién. Algunos estudios como el de Mamtani y
cols. (12), realizado en una muestra de sujetos Mexico-Americanos, concluy6 que
la circunferencia de cintura para un valor de HOMA-IR de 3.8 predijo fuertemente
DT2 (OR= 4.83). Mientras que Shao-Jie y cols. (11), concluyeron que el riesgo de
padecer Rl aumenté cuando los valores de la CC de hombres y mujeres se

encontraba por encima de los valores de referencia (OR, 2.84, p<0.05).

La RI tiene como factor desencadenante a la obesidad central, recientemente
se ha propuesto que esto es debido a que, en la obesidad se produce la polarizacion

de macroéfagos tipo M2 a M1 (proinflamatorios), ademas, se activan complejos
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proteicos (NLRP3) en el citoplasma de dichos macréfagos, lo que produce
activacion de caspasa 1 y con ello secrecion de interleucinas, lo que produce
perpetuacion de la inflamacion de bajo grado, que junto con la activacion de
receptores TLR-4 en musculo y tejido adiposo bloquean a Akt y la via de
sefalizacion de insulina PI3K contribuyen al desarrollo de RI (2,17,18).

Al realizar la comparacion entre grupos para la edad de los sujetos, no hubo
diferencia significativa, y la edad promedio de los sujetos con RI los clasifica en el
grupo de adultos de acuerdo a la OMS, lo cual garantiza que nuestros resultados
no estan asociados a comorbilidades asociadas a la edad, esto de acuerdo con
algunos estudios, como el de Peng y cols. (46), quienes determinaron que sujetos
con RI y edad mayor a 65 tenian valores mas altos de HOMA-IR en comparacién
con los sujetos de edad <65 afios; y el estudio de Refaie y cols. (47), que
concluyeron que la RI parece ser un rasgo caracteristico del proceso normal de
envejecimiento y puede considerarse un factor de riesgo inevitable para la
intolerancia a la glucosa y el sindrome metabdlico, debido a que, al comparar las
edades de un grupo control sano (44.6 +3.5 afios) con uno de edad mayor a 65 afios
(65.6 +4.8 afios) y otro con DT2 (49.2 £ 6.8 afios), asi como sus nhiveles de glucosa,
insulina y valores de HOMA-IR, los tres resultados fueron mayores en los grupos de
edad mayor a 65 afios y el de edad mayor a 65 con DT2, pero de todos ellos el
grupo con DT2 tuvo los valores mas altos (p<0.001).

Como era esperado, en el presente estudio los niveles de insulina y glucosa
en ayuno de los sujetos con RI fueron significativamente mayores que los del grupo
sin RI, y estos resultados se ajustan a la fisiopatologia de la enfermedad, como se
menciono dentro de los antecedentes generales. Cabe mencionar que los valores
de insulina de ayuno del grupo sin RI fueron muy parecidos a los reportados por
Vazquez y cols. (9), para poblacion mexicana, quienes lo propone como punto de
corte para determinar insulinemia normal; mientras que en grupo con RI
observamos que la media y DE se encuentran dentro del punto de corte para
hiperinsulinemia propuesta por Zamora y cols.(22), en poblacion mexicana del

estado de Puebla. Con relacion a los niveles de glucosa que también tuvieron
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diferencia significativa entre los grupos de estudio, Esparza-Romero y cols. (8),
reportaron que en sujetos con tolerancia normal a la glucosa, es decir, pacientes
sanos, el rango de 92.9 + 8.8 mg/dL de glucosa, corresponde a los sujetos con
mayores valores de HOMA-IR, lo que fue descubierto cuando se compararon dos
grupos de mexicanos radicados en distintos paises. Por lo que, altos niveles de
glucosa e insulina se relacionan con altos valores del indice HOMA-IR y, por lo tanto,
Rl a largo plazo, cuando la RI es estimada de acuerdo con el punto de corte

establecido para cada poblacion.

Con respecto a las frecuencias genotipicas del SNP -607 C/A del gen de IL-
18, no hay estudios que reporten las frecuencias en grupos divididos con y sin RI;
en este estudio, no encontramos diferencia significativa al comparar sujetos con y
sin RI; sin embargo, las frecuencias genotipicas encontradas en nuestra muestra de
estudio, se asemeja a las reportadas en el estudio de Pawlik y cols. (48), quienes
determinaron que las frecuencias genotipicas del SNP -607 C/A del gen de IL-18
son del 32.3 % para el CC, 41.9 % para CA y 25.8 % para AA en una muestra de
hombres y mujeres caucasicos de Polonia, pero las frecuencias genotipicas
halladas en este estudio difirieron con lo reportado por Seyda y cols. (42), quienes
en una muestra de hombres de Pakistan, determinaron mayor frecuencia genotipica
de AA en comparacién con los otros dos genotipos y que este genotipo se relacioné
con los puntajes més altos de HOMA-IR. La variabilidad genética dada por herencia
es modificada por el ambiente y estilo de vida; por lo que, las diferencias genotipicas
del SNP -607 del gen de IL-18 encontradas probablemente depende de cada

poblacion estudiada.

Ademas, en este estudio, se agruparon las frecuencias genotipicas por
modelo hereditario (dominante y recesivo) y se compararon entre los grupos de
estudio, no encontrandose diferencia significativa. Posteriormente, al realizar el
analisis de regresion logistica, entre Rl y los modelos hereditarios con y sin ajuste
a obesidad central, no se encontrd asociacion significativa, contrario a los resultados

de Seyda y cols. (42), en donde reportaron que los sujetos portadores del genotipo
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AA del SNP -607 del gen de IL-18 con obesidad presentan valores mas altos de

HOMA-IR; sin embargo, no se realizaron analisis de asociacion.

10. Conclusiones

Cuando se compararon las caracteristicas bioquimicas y antropométricas
entre grupos se encontraron diferencias significativas en los valores de glucosa,
insulina y circunferencia cintura como era esperado. Ademas, se encontro diferencia
significativa en el sexo de los sujetos de estudio, en donde, hubo mayor nimero de
hombres que de mujeres en el grupo de RI.

No hubo diferencia significativa en las frecuencias alélicas y genotipicas en

poblacion general sana y la muestra de estudio.

EI SNP -607 C/A de IL-18 no se asocio con Rl de manera directa en poblacion
poblana; sin embargo, se encontré que influye significativamente en la relacion que

existe entre la obesidad central y la Rl cuando se ajusta al modelo recesivo.

-36 -



Huerta-Rodriguez, Aline, 2020, Polimorfismo -607 C/A del gen de IL-18 en sujetos con resistencia a la insulina

Capitulo 3.

11. Limitaciones y debilidades

Como limitaciones tenemos que, aunque hubo buena asistencia de personas
a la “Clinica Dale un minuto a tu vida” para participar en este estudio, al hacerles la
evaluacion a varias de ellas se les diagnostico DT2 y otros mas fueron sanos,
asimismo la captura de pacientes se detuvo a inicios de afio debido a las medidas

de seguridad por COVIID-19, lo que limito el nimero final de sujetos de estudio.

No se analizaron estilos de vida en relacion a los valores de CC, por ejemplo,

actividad fisica y alimentacion.

Finalmente, aunque el indice HOMA-IR utilizado para la determinacién de
RI, cuenta con buena correlacion con el clamp euglucémico - hiperinsulinémico,
determinado como estandar de oro, éste Ultimo resulta ser invasivo, costoso y
complejo para su aplicacion en el consultorio y en estudios como este, motivo por

el cual se utilizo el indice y no el clamp.
El tiempo de traslado de muestras a CIBO que afecta la calidad del ADN.

12. Fortalezas y oportunidades

1. La edad de los sujetos de estudio por grupo no tuvo diferencia y la
edad media los clasificé en el grupo de adultos, por o que aseguramos que la
RI es independiente a los cambios asociados al envejecimiento.

2. Se compararon las frecuencias genotipicas para el SNP -607 C/A del
gen de IL-18 del grupo de estudio con poblaciéon general, para determinar el
equilibrio Hardy Weinberg

3. El investigador recibio un taller teérico-practico en técnicas de andlisis
genético para asegurar que el procesamiento de las muestras obtenidas y su
posterior analisis fuera el correcto.

4. La caracterizacion bioquimica se llevd a cabo por un laboratorio
certificado, que asegura el correcto protocolo de obtencién de las muestras a

analizar.
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5. Con la capacitacion adquirida en CIBO se hallaron estrategias para la
extraccion de ADN en Puebla y con ello asegurar las 6ptimas condiciones del

ADN previo a su analisis molecular en Guadalajara.

13. Perspectivas

Con el objetivo de dar seguimiento al trabajo de esta tesis se propone como

perspectiva abordar los siguientes puntos:

1. Genotipificar sujetos de diferentes regiones del pais.

2. Realizar un estudio de haplotipos para los SNP’s =607 C/Ay -137 G/C
de IL-18 en asociacion a Rl y alteraciones metabdlicas.

3. Medir los niveles de IL-18 en asociacion con el estudio de haplotipos
de los SNP’s -607 C/Ay —137 G/C de IL-18.

4. Determinar la expresion de IL-18 en asociacion con el estudio de
haplotipos de los SNP’s -607 C/A'y —-137 G/C de IL-18.
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto: Asociacidn entre el polimorfismo -607 c/a, de interleucina 18 en sujetos con

resistencia ala insulina
Sede: Hospital Universitario, Facultad de medicina; BUAP, CIBO IMSS
Grupo de estudio: D.C. Zamora Ginez |, D.C. Baez Duarte B.G, Huerta Rodriguez Aline Areli y cols.

Consentimiento informado participacion en proyectos de investigacion
Nombre:
No. de Folio: Fecha: / /20
Entrevistador:
OBJETIVO GENERAL:

Determinar la asociacion entre el polimorfismo -607 C/A del gen de IL-18 en sujetos
mexicanos con resistencia a la insulina

Se me ha explicado que mi participacion consistira en ser sometido a toma de signos vitales,
mediciones antropométricas, asi como a la toma de muestra sanguinea para lo cual me
presentaré en tiempo y forma a todas las citas establecidas y en las condiciones indicadas
para cada procedimiento. Ademas de lo anterior, estoy consciente de que una cantidad de
las muestras de suero y plasma que me seran tomadas se almacenaran en congelacion
para su uso futuro y determinacion de algiin metabolito importante o sus genes.

PARTICIPACION:

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes,
molestias y beneficios derivados de mi participaciéon en el estudio, que son los siguientes:
el tiempo necesario para ser sometido a las mediciones antropométricas y para puncién de
vena de brazo para la toma de muestra sanguinea.

Me comprometo a contestar con veracidad todas y cada una de las preguntas relacionada
con el protocolo de investigacion.

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

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte mi estancia en la facultad. El coordinador del
proyecto me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad
seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme la
informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque ésta pudiera hacerme
cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.
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Anexo 1B. Consentimiento informado participacién en proyectos de investigacion

Se garantiza a los encuestados la confidencialidad de la informacién que proporcionen; que
los datos obtenidos de ellos no podran comunicarse, en ningun caso en forma nominativa
o individualizada, pudiendo ser divulgados de esta manera en eventos cientificos y en
publicaciones.

CONFIDENCIALIDAD

Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el presente
documento.

CONSENTIMIENTO

Yo, , he leido vy
comprendido la informacién anterior y mis preguntas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y entiendo que los datos obtenidos en el estudio pueden
ser publicados o difundidos con fines cientificos. Convengo en participar en este estudio de
investigacion. Recibiré una copia firmada y fechada de esta forma de consentimiento.

Nombre y Firma del participante Nombre y Firma del testigo

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

D.C. Irma del Carmen Zamora Ginez D.C. Blanca Guadalupe Baez Duarte
Investigador responsable Investigador responsable
irma.zamora@correo.buap.mx blanca.baez@correo.buap.mx

Aline Areli Huerta Rodriguez

Alumna MCMI
aline.huertar@alumno.buap.mx
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ANEXO 3. ASPECTOS ETICOS

A los sujetos que aceptan participar en el estudio se les proporciona una explicacion
amplia en donde se especifica en qué consiste el proyecto y cual es su participacion.
Aquellos que aceptan de manera voluntaria participar en el proyecto, leen y firman
la Carta de Consentimiento Informado para la participacion en proyectos de
investigacion clinica (Anexo 2), elaborada de acuerdo con las pautas de la
declaracion de Helsinki y a los principios y normas éticas para proyectos de
investigacion en humanos, asi como en los lineamientos del Reglamento de
investigacion de la Ley General de Salud de México, que ademas bajo su articulo
17, en donde se considera como riesgo de la investigacion a la probabilidad de que
el sujeto de investigacion sufra algun dafio como consecuencia inmediata o tardia
del estudio, clasifica nuestro estudio en una investigacion con riesgo mayor que el

minimo.

Ademas las personas que colaboran en la investigacion tienen garantia de
respeto a los principios de autonomia, beneficencia y justicia. Ademas de mantener
con los participantes, un clima de respeto y cordialidad durante el desarrollo del
estudio, se mantiene en el anonimato la identidad de dichos participantes y se ponen
a la disposicion de estos ultimos los datos obtenidos.
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ANEXO 4. VARIABLES DE ESTUDIO

Variables de estudio

Definicion Definiciéon Tipo de Instrumento Unidad de
Variable conceptual operacional variable | de medicidn medicion
Variacion en la
secuencia del
gen de la | Determinacion ., Homocigoto
interleucina 18 | de la base C/A Reaccion en AA del
SNP -607 C/A ) ., . cadena de la . )
. que influye en | en la regiéon | Nominal ) polimorfismo
de Interleucina ) S polimerasa
el mecanismo | promotora del | dicotdémica e -607 C/A
18 . especifica
de regulacion | gen de IL-18 en Presente/
L . de alelo.
de la expresion | la posicion -607 ausente
de dicha
citocina.
Estado
patolégico que
altera la | Relacion de Ia
capacidad de | glucemia la
o pac gucemia 'y . HOMA2-IR,
Resistencia a la | reducir los | insulinemia en | Nominal mediante Presente/
insulina niveles de | ayunas. dicotémica ausente
calculadora
glucosa en | Punto de corte
sangre en | 22
funcién de la
insulina.
Variable de Ajuste
Variable Definicion Definiciéon Tipo de Instrumento de | Unidad de
conceptual operacional variable medicion medicion
Circunferencia | indice que mide | Valor qgue | Numérica | Cinta cm
cintura la concentracién | resulta de | continua | antropométrica
de grasa en la | colocar una marca SECA de
zona abdominal | cinta métrica fibra de vidrio
en la cintura con precision de
de una 0.1cm
persona para
medirla
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Variables demograficas

Variable Definicion Definicion Tipo de Instrumento Unidad de
conceptual operacional variable de medicién medicién
Tiempo que ha | Afos de vida
vivido una | que tiene el
ersona u otro | sujeto al Numeérica . . o
Edad P . ) . Historia clinica Afios
ser vivo contando | momento de discreta
desde su | ingresar al
nacimiento estudio
Conjunto de
caracteristicas
bioldgicas, fisicas,
fisioldgicas . ) .
’g' y Femenino / Nominal . L Femenino /
Sexo anatdémicas que . e Historia clinica .
Masculino dicotémica Masculino

definen a los
seres humanos
como hombre vy
mujer.
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ANEXO 5. HISTORIA CLINICA

Proyecto: Asociacion entre el polimorfismo -607 c/a, de interleucina 18 en sujetos mexicanos con

resistencia a la insulina
Sede: Hospital Universitario, Facultad de medicina; BUAP, CIBO IMSS Grupo de estudio: D.C. Zamora Ginez |, D.C. Baez Duarte
B.G, Huerta Rodriguez Aline Areli y cols.

Ficha de identificacién No. Folio: Fecha: / /20
Entrevistador:

Nombre: Fecha Nacimiento:
Edad: afios Sexo: (M) (F) Estado civil: (sin pareja) (con pareja)
Teléfono fijo: Teléfono movil:
Domicilio actual: email:
Antecedentes personales patoldgicos Habitos
Habitos Calificacion | Eliminacién

No |Observaciones

) _ Instrumento (Si/No)
Patologia Si | No |sabe

. Tabaquismo
Diabetes

Actividad fisica de alto

Resistencia a rendimiento

insulina

Alcoholismo
HAS

Céncer

Reumatoldgica

Cardiovascular

Sélo en mujeres: ¢ Esta embarazada o lactando?

Bioquimica

Prueba Resultado (unidades) | Observacion
Glucosa en ayuno

Insulina en ayuno

Hemoglobina glucosilada

Antropometria

Medicion Resultado (unidades) | Observacion
Circunferencia cintura
HOMA2-IR

Polimorfismo -607 C/A de IL-18 Presente( ) Ausente( )
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Anexo 5.1 CUESTIONARIO CLASIFICACION CONSUMIDORES DE
CIGARRILLO

Nombre:
Entrevistador:

No. Folio:
Fecha:

Esta encuesta es para determinar su consumo de cigarrillos. Su participacidén en esta encuesta es
voluntaria. La informacién que se requiere es de un dia normal. Esta encuesta no influird en su
estancia en la universidad. Por favor contesta con veracidad.

1. ¢{Actualmente fuma?
a.Si  b.No

2. ¢Ha fumado por mas de seis meses alguna vez en su
vida?
a.Si  b.No

3. ¢Hace cuanto tiempo empez6 a fumar?
a. Menos de un afio

b. Un afio

c. Mds de un afio

d. Entre 3y 5 e. Mas de 5 afios

f. Mds de 10 afios

4. ¢Cuantos cigarrillos fuma en un dia normal de
consumo?

a. 10 o menos

b. 11 a 20 cigarrillos

c. 21 a 30 cigarrillos

d. 31 0 mas

5. éCudnto tarda, después de despertarse en fumar su
primer cigarrillo?

a. Menos de 5 minutos

b. Entre 6 y 10 minutos.

c. Entre 31 minutos y 1 hora

d. Mds de una hora

(9]

. ¢Como fuma los cigarrillos?
. Traga el humo
b. Tiene el humo en la boca

Q

7. éDesearia dejar de fumar?
a.Si  b.No

8. éHa intentado dejar de fumar?
a.Si  b.No

9. ¢Fumar le ha acarreado problemas de salud?
a.Si b.No

10. Cuando deja de fumar un cigarrillo habitual,
experimenta: (puede marcar el nimero de opciones que
crea necesario)

a. Irritabilidad o ira

b. Impaciencia

c. Dificultad para concentrarse

d. Dolor de cabeza

e. Tensidén o ansiedad

f. Somnolencia

11. ¢ Alguien de su familia le ha pedido que deje de fumar?
a.Si b.No

12. ¢Algun profesional de la salud le ha sugerido que
deje de fumar?
a.Si b.No

13. ¢Encuentra dificil dejar de fumar en sitios donde esta
prohibido?
a.Si b.No

14 iEncuentra dificil dejar de fumar aun cuando estd
enfermo?
a.Si b.No

15. ¢A qué cigarrillo odiaria mas renunciar?
a. Al primero de la mafiana

b. Al que acompafia un trago

c. Al de antes de un parcial

d. Al de después del almuerzo

e. Al ultimo de la noche

La escala de clasificacion va de 0 a 50 y se divide en 4 niveles: bajo (1 a 5 puntos), moderado (6 — 17 puntos), alto con seiiales de
inicio de dependencia (18 a 29 puntos) y dependiente (30 a 50); puntuacion que se definié de acuerdo con el cumplimiento de
diversos criterios de intensidad, frecuencia, problemas asociados y presencia de indicadores de dependencia nicotinica.

Tomado de CUESTIONARIO PARA LA CLASIFICACION DE CONSUMIDORES DE CIGARRILLO (C4) (Version estudiantes universitarios Londofio, Constanza y Rodriguez, lvonne
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ANEXO 5.2 AUDIT

Nombre:
Entrevistador:

No. Folio:
Fecha:

Esta encuesta es para determinar trastornos por el uso de alcohol Su participacidn en esta encuesta es
voluntaria. Esta encuesta no influird en su estancia en la universidad. Por favor contesta con veracidad.

1. Con que frecuencia consume alguna bebida
alcohdlica?

(0) nunca

(1) Una o menos veces al mes

(2) 2 a 4 veces al mes

(3) 2 0 3 veces a la semana

(4) 4 o mas veces a la semana

2. Cuantas consumiciones de bebidas alcohdlicas
suele realizar en un dia de consumo normal?
(0)102

(1)304

(2)506

(3)7a9

(4) 10 o mas

3. Con que frecuencia toma 6 o mas bebidas
alcohdlicas en un solo dia?

(0) nunca

(1) menos de una vez al mes

(2) mensualmente

(3) semanalmente

(4) a diario o casi a diario

4. Con que frecuencia en el curso del ultimo afio ha
sido incapaz de parar de beber una vez habia
empezado?

(0) nunca

(1) menos de una vez al mes

(2) mensualmente

(3) semanalmente

(4) a diario o casi a diario

5. Con que frecuencia en el curso del ultimo afio no
pudo hacer lo que se esperaba de usted porque
habia bebido?

(0) nunca

(1) menos de una vez al mes

(2) mensualmente

(3) semanalmente

(4) a diario o casi a diario

6. Con que frecuencia en el curso del ultimo afio ha
necesitado beber en ayunas para recuperarse después
de haber bebido mucho el dia anterior?

(0) nunca

(1) menos de una vez al mes

(2) mensualmente

(3) semanalmente

(4) a diario o casi a diario

7. Con que frecuencia en el curso del ultimo afio ha
tenido remordimientos o sentimientos de culpa
después de haber bebido?

(0) nunca

(1) menos de una vez al mes

(2) mensualmente

(3) semanalmente

(4) a diario o casi a diario

8. Con que frecuencia en el curso del Gltimo afio no ha
podido recordar lo que sucedié la noche anterior
porque habia estado bebiendo?

(0) nunca

(1) menos de una vez al mes

(2) mensualmente

(3) semanalmente

(4) a diario o casi a diario

9. Usted o alguna otra persona han resultado heridos
porque usted habia bebido?

(0) no

(2) si, pero no en el curso del ultimo afio

(4) si, el dltimo afio

10. Algun familiar, amigo, médico o profesional
sanitario han mostrado preocupacién por su consumo
de bebidas alcohdlicas o le han sugerido que deje de
beber?

(0) no

(2) si, pero no en el curso del ultimo afio

(4) si, el dltimo afo

Si la puntuacion es mayor a 7.5 para hombre y 5.5 para mujeres se considerard Bebedor de riesgo y serd excluido

del estudio.

Tomado de: Contel G. M., Gual S. A., y Colom F. J. (1999). Test para la identificacion de trastornos por uso de alcohol (AUDIT): Traduccidn y validacion

del AUDIT al catalan y castellano. ADICCIONES, 11: 4, 337-347.
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ANEXO 6. MEDICION DE CIRCUNFERENCIA CINTURA

Para la medicion de la circunferencia cintura se utilizara una cinta antropomeétrica
marca SECA de fibra de vidrio con precision de 0,1 cm. Mientras que la técnica que
se seguira sera la siguiente: se colocara al sujeto en bipedestacion con los pies
juntos en posicién erguida, con el abdomen relajado y la zona abdominal
descubierta. La cinta se colocaré en un plano horizontal en el punto medio entre el
reborde costal inferior y la espina iliaca anterosuperior. La medicién se tomara
cuidando de no ejercer presiéon con la cinta para evitar la compresion de la piel. Para

la CC, la toma se realiza al final de una espiracion normal.
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ANEXO 7. DETERMINACION DE GLUCOSA DE AYUNO

La cuantificacion de la glucosa en ayuno se lleva a cabo por medio del método glucosa-
oxidasa (Trinder), por medio del equipo VITROS GLU, que utiliza deslizadores VITROS
GLU y el calibrador de productos quimicos VITROS.

Para la medicion se utiliza una gota de muestra sanguinea del paciente, misma que se
deposita en un dispositivo y se distribuye uniformemente por la capa de propagacion a las

capas subyacentes.

La oxidacién de la muestra de glucosa se catalizada por la glucosa oxidasa para formar
peréxido de hidrégeno y gluconato. Esta reaccion continua con un acoplamiento oxidativo
catalizado por peroxidasa en presencia de precursores de colorante para producir un

colorante. La intensidad del tinte se mide por la luz reflejada.

Secuencia de la reaccién
B-D-glucosa + O, + H,0Q _8lucosaoxidasa L Acido D-glucénico + H,0,

2H,0; + 4-aminoantipirina + 1,7-dihidroxinaftaleno _Peroxidasa o tinte rojo

Este método utiliza la colorimetria a través de una longitud de onda de 540nm, el tiempo
de incubacién para el mismo es de aproximadamente 5 minutos a una temperatura de 37°C

y con una muestra de 10 pL.

El intervalo de referencia para GLU en adultos en ayunas es de 74-106 mg/dL o 4.1-5.9

mmol/L.

Tomado de Products VITROS Chemistry. VITROS Chemistry Products GLU Slides; Pub. No. MP2-
8 EN: pag. 1-15.
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ANEXO 8. DETERMINACION DE INSULINA DE AYUNO

Para la determinacion de insulina en ayuno se utilizara el método inmunomeétrico
quimioluminiscente de dos sitios en fase sdélida con el equipo IMMULITE /
IMMULITE 1000 Insulin. El volumen requerido para este efecto es de 100 L de

suero o plasma heparinizado.

En el proceso un anticuerpo monoclonal se aplica sobre la superficie de los pocillos
de microtitulacion y otro anticuerpo monoclonal marcado con peroxidasa de rdbano
picante, se usa como trazador. Las moléculas de insulina en la solucién estandar o
suero forman un "sandwich" entre los dos anticuerpos. Después de la formacion del
complejo anticuerpo-antigeno-anticuerpo-enzima conjugada, la enzima-anticuerpo
sin consolidar se elimina por lavado. La actividad de peroxidasa de rdbano unida en
los pozos es analizada con las reacciones de quimioluminiscencia. La unidad de luz
obtenida de la reaccion (URL) es proporcional a la concentracion de insulina de la

muestra.

Para los valores esperados un estudio realizado en 83 voluntarios de laboratorio
aparentemente sanos y en ayunas produjo una mediana de 8,9 ulU / ml y un rango

inferior del 95% de hasta 28,4 plU / ml, en este caso sera <20 puU/ml

Referencia: Siemens Healthcare Diagnostics Inc. IMMULITE/IMMULITE 1000 Insulin (PILKIN-13,
2006-02-13), pag. 1-7.
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ANEXO 9. DETERMINACION DE HEMOGLOBINA GLUCOSILADA

La determinacién de Hemoglobina glucosilada se realizard con el método de inhibicion
inmunoturbidimétrica Alc (HbAlc) como una proporcién de la hemoglobina total, en sangre
entera humana (% o mmol/mol HbAlc). Esto se realizara a partir de la liberacion de la
hemoglobina contenida en los glébulos rojos, mediante la hemdlisis de la muestra. La
sangre del paciente se pondra en contacto con el Reactivo Hemolizante que contiene un
detergente (bromuro de tetradeciltrimetilamonio - TTAB) que lisar4 los globulos rojos

especificamente.

A partir del hemolizado obtenido, se determinara mediante dos reacciones independientes,

el nivel de HbAlc y Hb de la muestra.

Durante la primera fase de la reaccion, la HbAlc de la muestra reacciona con el anticuerpo

especifico anti-HbAlc (Reactivo Al), formando complejos antigeno-anticuerpo solubles.

Dado que la molécula de HbA1c posee un solo epitope por B-globina para la fijacion del

anticuerpo especifico, no pueden formarse redes de inmunocomplejos.

Con la adicién del polihapteno (Reactivo A2), que posee numerosos epitopes por molécula,
se produce la reaccion de dichas moléculas con el exceso de anticuerpo especifico de la
primera reaccion, dando lugar a inmunocomplejos insolubles que pueden ser medidos

turbidimétricamente a 340 nm.

De esta manera, cuanto mayor es el contenido de HbAlc de la muestra, menor es la

formacién de inmunocomplejos insolubles y menor la sefial turbidimétrica obtenida.

La hemoglobina liberada al hemolizar la muestra es convertida en un derivado que puede

ser medido espectrofotométricamente (Reactivo B).

Este método es capaz de detectar todas las variantes de hemoglobina glicadas en la porcion

N-terminal de la cadena B, cuya region reconocida por el anticuerpo es idéntica a la HbA1c.

Finalmente se determinara Diabetes mellitus tipo 2 si el valor de la determinacion es = a
6.5% segun los valores establecidos por la Federacion Mexicana de Diabetes y por la

American Diabetes Association.
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ANEXO 10. DETERMINACION DE INDICE HOMA2-IR

El indice HOMA2-IR se medirda por medio de la calculadora HOMA2©, que se

descargara de la pagina de internet https://www.dtu.ox.ac.uk/homacalculator/. Esta

calculadora fue desarrollada por la Universidad de Oxford en 2004 y proporciona un
acceso rapido y facil al modelo HOMA2, mismo que permite usar estimaciones

derivadas del modelo de% B y% S y no aproximaciones lineales.

Para esta determinacion se tomara como punto de corte un valor 22, de acuerdo a

lo reportado en poblacién poblana por Zamora y cols., 2013.
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ANEXO 11. EXTRACCION Y PURIFICACION DE ADN

Esta primera etapa consiste en la extraccién de leucocitos y de ADN de cada una de las

muestras de sangre.

Extraccién de leucocitos

Técnica: Método de Miller y cols.

Se extraen 5 mL de sangre completa (con EDTA) y se colocan en un tubo Falcon.
Se mezclan con buffer de extraccion de leucocitos (NHAHCO3 0.01 M y NH4CI
0.144 M) en una proporcion 1:3 volumenes.

Se agita y se refrigera la mezcla por 20 minutos a 4°C.

Se centrifuga a 4°C por 20 minutos a 4000 rpm.

Se decanta el sobrenadante cuidadosamente para no desprender el boton de
leucocitos que se forma en el fondo del tubo.

Lavar con buffer de extraccion de leucocitos hasta la eliminacion total del detritus
celular.

Transferir el boton de leucocitos a un vial de 1.5 mL (almacenar hasta su uso, puede

almacenarse 6 meses 0 mas a -20°C).

Extraccion de ADN
Técnica: Método DTAB-CTAB.

1.
2.

3
4.
5

Descongelar los leucocitos por 30 minutos aproximadamente

Centrifugar los leucocitos a 5000 rpm por 5 minutos

Decantar la mayor parte del sobrenadante

Resuspender el botén de leucocitos por medio de vortex

Agregar 600 pL de DTAB 8.0% (NaCl 1.5 M, Trisma base 10 mM, EDTA 50 mM) y
evitar agitarlo

6.Incubar la mezcla a 68°C y se agita cada 5 minutos hasta desvanecer el boton de
leucocitos, 10 minutos en total aproximadamente.

Afadir 900 pL de cloroformo al 100% y agitar mecanicamente durante 5 minutos
Centrifugar a 12,000 rpm por 10 minutos, hasta que se formen 2 fases

(acuosa/superior y Orgénica/inferior).
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Transferir la fase acuosa a 2 viales estériles de 1.5 mL de manera proporcional.
Afadir 150 pL de CTAB (hexadecil-trimetil-amonio al 5% y NaCl 0.4 M) y 900 uL de
agua bidestilada y agitar suavemente con la mano.

Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos

Afadir 150 yL de NaCl (1.2M), 750 pL de Etanol frio al 100% y agitar vigorosamente.
Centrifugar a 12 000 rpm por 10 minutos

Decantar el sobrenadante de los tubos

Tomar el botdn de un tubo y transferir al otro con ayuda de una pipeta (1 boton en
un vial)

Afadir 1 mL de Etanol al 70% Yy centrifugar a 12 000 por 5 minutos y decantar el
sobrenadante (repetir 2 veces).

Calentar buffer TE (Tris 200 mM, EDTA 1 mM) en el termobloque a 50 °C

Secar el botdén de leucocitos manteniendo el vial abierto y cubierto con una gasa
sobre el termobloque a 50°C el tiempo que sea necesario 0 a 37°C todo el dia.
Re-suspender el botén de ADN colocando 300-400 pL de buffer TE (Tris 100
mM, EDTA 1 mM) segun sea el tamafio del botén de ADN.

Esperar 1 hora antes de almacenar a -80°C y se hara una dilucién 50/50 para la

utilizacién del ADN y se almacenara esta dilucién a -20°C.

11.1 CUANTIFICACION Y DETERMINACION DE LA PUREZA DEL ADN

Se debe estimar la pureza del ADN mediante espectofotometria, debido a que el ADN

se encuentra asociado a proteinas. Se utilizan longitudes de onda de 260 nmy 280 nm,

ya que en estas longitudes se obtiene la maxima absorbancia del ADN y de las

proteinas, respectivamente. De esta manera, si la relacion de la absorbancia

260nm/280nm es >1.6 puede estimarse que la muestra es bastante pura; mientras que

si esta relacion es <1.6 indica contaminacion de la muestra, principalmente por

proteinas.
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Este equipo permite realizar medidas de espectrofotometria en un amplio rango de
longitudes de onda (220-750 nm) con gran exactitud y reproducibilidad, sin necesidad
de emplear cubetas. Requiere un volumen de muestra de 1-2 uL. Su funcionamiento se
basa en el empleo de un sistema de retencion de muestra que aprovecha la tension
superficial para formar un puente de liquido entre el pedestal inferior y un pedestal
superior. En los espectrofotdmetros NanoDrop el pedestal superior es el extremo de
una fibra Optica conectada a una fuente de emision de Xenon. Ambos pedestales
definen un preciso y estrecho paso Optico cuya longitud varia automaticamente con la
concentracion de la muestra, permitiendo hacer mediciones en un rango muy amplio de
concentraciones sin hacer diluciones. El software asociado al equipo incorpora una
serie de aplicaciones especificas para el tipo de medidas que se desee realizar
(concentraciéon de acidos nucleicos a 260 nm y su pureza usando la relacion 260/280,
concentracion de proteinas a 280 nm, etc.). Para medir la concentracion de una muestra
se han de seguiran los siguientes pasos:

1. Se levanta el pedestal superior.

2. Se deposita 1 yL en el pedestal inferior empleando una micropipeta.

3. Se cierra el pedestal superior e iniciar la medida espectral empleando el software

asociado al equipo.

4. Se toma la lectura que se muestra en la pantalla de la computadora.
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11.2 AMPLIFICACION DE REGIONES GENICAS ESPECIFICAS MEDIANTE
PCR

Se determina mediante el uso del sistema de mutacion refractaria de amplificacion
con tetra-cebador y para su amplificacion se utilizardn las bandas de control:
CCTACAATGTTACAACACTTAAAAT, de reversion externa:
ATAAGCCCTAAATATATGTATCCTTA para amplificar a 440 pb, para el alelo A la
banda de avance interno: GATACCATCATTAGAATTTTGTG para amplificar a 278
bp y para el alelo C, la banda de reversa interna: GCAGAAAGTGTAAAAATTATCAA
para amplificar a 208 bp.

Procedimiento:

1. Preparacion de la mezcla para PCR

Reactivo 1x
Mezcla de PCR 3 uL
Oligo genérico 0.2 yL
Oligo A/C 0.5 yuL
Taq ADN polimerasa | 0.05 pL
ADN 2 uL
H20 4.25 uL

Colocar la mezcla en un vial de 15 yL
Centrifugar la muestra 5 minutos a 10 000 rpm

Colocar los viales en la placa para termociclador y ajustarlos

o bk~ 0N

Programar el termociclador:
e Primer ciclo: 5 minutos a 95°C (desnaturalizacion inicial)
e 35 ciclos a 95°C por 30 segundos
e 55°C por 30 segundos
e 72°C por 30 segundos

e 72°C por 10 minutos para la extension final

-59-



Huerta-Rodriguez, Aline, 2020, Polimorfismo -607 C/A del gen de IL-18 en sujetos con resistencia a la insulina

11.3 PREPARACION DE GEL DE POLIACRILAMIDA Y ELECTROFORESIS DE
LOS PRODUCTOS DE PCR

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

interno.

Técnica.
1. Setoman los cristales y materiales para la base del gel (alcohol, palitos laterales
cepillo y bolsa de plastico.
2. Colocar una compresa en la mesa de trabajo para colocar los cristales y evitar
que se rayen.
3. Utilizar alcohol para desengrasar los cristales y palitos laterales, esperar su
secado.
4. Colocar sobre uno de los cristales los palitos laterales (ajustar a la orilla), colocar
encima el otro cristal y meter en la bolsa a manera de ajustar el ensamble.
5. Colocar en la base de secado de geles y apretar el mecanismo para que la
poliacrilamida no se derrame.
6. En un tubo Falcon colocar:
e 30 uL de mezcla de poliacrilamida
e 300-500 pL de PSA al 10%
e 30 puL de TEMED
7. Tapar bien el tubo Falcon con la mezcla y agitar suavemente (10 veces
aproximadamente) para no generar burbujas.
8. Colocar la mezcla en la base de los cristales previamente montados y colocar el
cepillo en la parte superior de los cristales.

9. Esperar de 15 a 30 minutos y verificar su gelificacion.
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Montaje de muestras en el gel de poliacrilamida

Materiales:

1 placa

Puntas nuevas

ADN

Jugo azul

Pipeta de 2-20 yL

Agua bidestilada

Procedimiento:

Agregar en cada muestra de ADN 1 uL de jugo azul

Centrifugar la muestra por 10 segundos

Montaje de camara de electroforesis:

Tomar cdmara de electroforesis y agregar buffer de TBE (1x) por la parte
posterior y alcanzar la marca inferior.

Desmontar el gel de poliacrilamida de la base de polimerizacion.

Retirar la bolsa de plastico en la zona de lavado, enjuagar los cristales con agua
destilada y se marcan los carriles con plumén permanente.

Montar los cristales en la camara de electroforesis y sujetar con los tornillos
procurando que se mantenga el nivel superior de buffer.

Agregar entre 2 y 5 uL de muestra con jugo azul en los carriles formados en el
gel y colocar el marcador (escalera) en la primera celda.

Se conecta la cAmara de electroforesis y se programa a 150 volts durante 1 hora
0 de 180-190 volts durante 40 minutos.
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11.4 TINCION DEL GEL DE POLIACRILAMIDA CON NITRATO DE PLATA

El uso de nitrato de plata produce una coloracion caramelo (café claro) o negro. Este

efecto cromatico se ha demostrado que estd dado por la difraccién de la luz en la plata.

La tincion con nitrato de plata tiene una deteccidn de concentraciones muy pequefias

que varia entre 2 a 5 ng, sin embargo, la deteccion con plata es exclusivamente

cualitativa y no puede ser utilizada para cuantificar.

El mecanismo de esta tincion se basa en la union de los iones de plata a las cadenas

laterales de los aminoacidos (principalmente grupos carboxilo), que en condiciones

adecuadas se reducen a plata metdlica, lo que permite visualizar las proteinas fijadas

al gel como bandas o manchas de color marron.

Procedimiento:

1.
2.
3.

Desconectar la camara de electroforesis

Acomodar los cables de la camara y sacar el gel de la misma.

Tomar los separadores de modo que sea posible desprender los dos cristales
para mantener el gel de poliacrilamida en un solo cristal.

Introducir el vidrio a una bandeja con solucion fijadora y desprender
cuidadosamente el gel del cristal.

Mantener el gel en solucion fijadora por 10 minutos.

Retirar la solucion fijadora y agregar nitrato de plata durante 5 minutos y mover
constantemente la bandeja.

Afadir agua destilada a la bandeja por 3 minutos.

Retirar el liquido y desecharlo en el frasco destinado a tal caso.

Afadir solucioén reveladora para cubrir el gel y de 500-1000 pL de formaldehido
evitando tocar el gel mover la bandeja constantemente hasta que aparezcan las

bandas.
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11.5 SECUENCIA DE LA REGION PROMOTORA DEL GEN DE IL-18
CTACTTGATCCCACCTCGTGCTTTCATGTTAATTGGCCCAATTGGACTCTACAGTTGGAAGGTGAAAACTTAC
TATTTCAACTTGAGTCACGTATGTATTCTTATCATATACTTCTTAAAGGTACTATTTTTTTTCTTCTGATAGTCA
CC ACACCAAGCACTTCAGGCCACCCTGCCACAGACTTCCTTTGTAATCACTGTTGAAGGACATGATGTTTTT
ATGACTTCCCGAAATGAAAACCCTATCTTGTTTTTAAAACAAACAAACCAACAAAAAGTAGTGTTTATGTAA
GCATTTTGTTCCCTGACTCTAGGAACCCCTCTGTTTTTATATCAACTCTGTACTGGCAAAACACAAAAACAAA
ATGCCACCTTGCTAATTCCCTTCCTAGCAAAGTAATACAGTTTAGCACATGTTCAAGAAAAAAATGGCTAAG
AAATTTTGTTTCCACTAATTATTTTCAAGACTGTGATATTTACACTCTGCTCTTCAAACGTTACATTTTATAAG
ACTATTTTTTAACATGTTGAACATAAGCCCTAAATATATGTATCCTTAAATTGTATTTCAAATATTTTAGGTGA
GTCTTTGCTATCATTCCAGGAATAGAAAGTTTTAACACTGGAAACTGCAAGTAAATATTTGCCCTCTTACCTG
AATTTTGGTAGCCCTCTCCCCAAGCTTACTTTCTGTTGCAGAAAGTGTAAAAATTATTACATAAAATTCTAAT
GATGGTATCCGTGTGGCTTGCATCTGATACAGCAGATAAAGAAGTTTTATGAAAATGGACTCCTGTTCACTG
AAAACTAAATCTTAATGGCCTGTATCAACTATCCTTTGACACCATATTGAGCTTGGGAGGAAGGGGAAGTCC
TGAATGAGGTTATAAAGTAAAAGAAAATATTTGCAAAATGTTCCTTTTTTTAAAATGTTACATTTTAGAAATA
TTTTAAGTGTTGTAACATTGTAGGAATTACCCCAATAGGACTGATTATTCCGCATTGTAAAATAAGAAAAAG
TTTTGTGCTGAAGTGTGACCAGGAAGTCTGAAAATGAAGAGAGACAGATGACAAAAGAAGATGCTTCTAAT
GGACTTAGGAGGTGCTTTCTTAAAGTCAGAAAGAGATACTCAGAAAGAGGTACAGGTTTTGGAAGGCACA
GAGCCCCAACTTTTACGGAAGAAAAGATTTCATGAAATAGTGATATTACATTAAAAGAAGTACTCGTATCCT
CTGCCACTTTAATTCGACTTCCATTGCCCTAGGAAAGAGCCTGTTTGAAGGCGGGCCCAAGGAGTGCCGAC
AGCAGTCTCCTCCCTCCACCTTCTTCCTCATTCTCTCCCCAGCTTGCTGAGCCCTTTGCTCCCCTGGCGACTGC
CTGGACAGTCAGCAAGGAATTGTCTCCCAGTGCATTTTGCCCTCCTGGCTGCCAACTCTGGCTGCTAAAGCG
GCTGCCACCTGCTGCAGTCTACACAGCTTCGGGAAGAGGAAAGGAAC

C: Region -607 del gen de IL-18

Referencia: V. Giedraitis et al. Cloning and mutation analysis of the human IL-18
promoter: a possible role of polymorphisms in expression regulation Journal of
Neuroimmunology. 2001; (112):146-152.
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