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RESUMEN

Dos SNPs en la regiéon 3’'UTR del gen de la resistina han sido detectados. En
este trabajo el SNP +62G/A fue asociado con DMT2 e Hipertension. Las
variantes fueron identificadas por PCR y RFLPs en 272 individuos; los grupos
incluyeron SM, DMT2 y sujetos normales. RESULTADOS: La variante GG fue
predominante (78%) sobre la variante AA (22%). La frecuencia alélica +62A,
fue de: 0.664 en DMT2 y de 0.363 en SM comparados con los sujetos controles
(0.401). El riesgo crudo mostrd asociacion significativa entre genotipo AA con:
sexo femenino (RM=2,1C95% 1.0 a 3.5 p=0.03), con perimetro de cintura arriba
de 88 cm (RM=3,IC95% 1.1 a 5.8 p=0.01) y con glucosa arriba de 126 mg/dI
(RM=4,1C95% 1.8 a 7.0 p=0.000), y en el analisis estratificado la variante AA
mostr0 que existe cuatro veces mas probabilidad de presentar DMT2
(RM=4,IC95% 2.0 a 8.2 p=<0.000), siete veces mas probabilidad en sexo
masculino (RM=7,1C95% 1.9 a 24.7 p=<0.000). La presencia de DMT2 y el
genotipo AA fueron asociados con dislipidemias; hipertrigliceridemia
(RM=8,IC95% 0.95 a 9.6 p=0.002) e hipercolesterolemia en hombres
(RM=3,IC95% 1.3 a 7.5 p=0.005). Por regresion logistica la asociacion se
mantuvo con Hipertension sistolica en SM (RM=6.6,1C95%2.4-18.6 p=<0.00) y
con glucosa alterada en DMT2 (RM=726,1C95% 87.5 a 6029.8 P=<0.000). La
variante AA en la region 3'UTR del gen resistina esta asociado con Diabetes
mellitus tipo 2 y con hipertension sistélica en pacientes con sindrome
metabdlico.

palabras clave: Adiposito, Resistencia a Insulina
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ABSTRACT

Two SNPs in the region 3’'UTR of resistin gene have been detected. In this work
the SNP +62G/A was associated with DMT2 and hypertension. The variants
were identified by PCR and RFLPs in 272 subjects; the groups included SM,
DMT2 and normal control subjects. RESULT: The GG variant was predominant
(78%) over the AA variant (22%). The allelic frequency +62A, was: 0.664 in
DMT2 and 0.363 in SM compared with control subjects (0.401). The crude risk
showed significant association between AA genotype with: sex feminine
(RM=2,1C95% 1.0 a 3.5 p=0.03), with waist circumference upper of 88 cm
(RM=3,IC95% 1.1 a 5.8 p=0.01) and with glucose upper of 126 mg/dl
(RM=4,I1C95% 1.8 a 7.0 p=<0.000), and the stratify analysis this AA variant
showed that exist four times more probability of present DMT2 (RM=4.0,1C95%
20 a 8.2 p=<0.000), seven times more probability in sex masculine
(RM=7,1C95% 1.9 a 24.7 p=<0.000). DMT2 and AA genotype were associated
with dislipidemias; hipertrigliceridemia (RM=8,1C95% 0.95 a 9.6 p=0.002) and
hypercholesterolemia in men (RM=3,IC95% 1.3 a 7.5 p=0.005). By logistic
regression the association was maintained with hypertension systole in SM
(RM=7,1C95%2.4-18.6 p=<0.00) and with glucose altered in DMT2
(RM=726,1C95% 87.5 a 6029.8 p=<0.000). The AA variant in the region 3UTR
of resistin gene is associated with Diabetes Mellitus Tipo 2 and with
hypertension systole in patients with Metabolic Syndrome.

Key words: Adipocyte, Insulin resistance
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|.- INTRODUCCION

Las primeras observaciones clinicas sobre el Sindrome Metabdlico (SM) fueron
publicadas por la década de 1920 por el médico sueco Eskylin y el espafiol,
Gregorio Marafidon al encontrar en algunos de sus pacientes asociacion entre
hipertensién arterial y diabetes,! aunque actualmente ya es bien reconocido y
documentado que las caracteristicas del SM pueden estar presentes 10 afios
antes de la deteccion de DMT2.2 A partir de 1998, este Sindrome fue descrito
por Reaven como la agrupacion de: intolerancia a la glucosa, hiperinsulinemia,
hipertension arterial, hipertrigliceridemia y disminucion de lipoproteinas de alta
densidad (HDL), con el nombre de sindrome X, éste sindrome ha recibido
diferentes denominaciones: sindrome de resistencia a insulina, sindrome
plurimetabdlico, cuarteto de la muerte, sindrome dismetabdlico, cardivascular y
mas recientemente propuesto por la OMS como SM.3

El denominador comun entre las diferentes manifestaciones del SM se ha
atribuido a la resistencia a insulina (RI) la cual con el tiempo puede llevar a una
intolerancia a la glucosa y posteriormente a una alteracién secundaria como lo
es la DMT2 cuya prevalencia en México es de 10.7% en la poblacién entre 20 y
69 afios de edad y en el Estado de Guerrero es del 11.7%. La Rl puede ser el
mecanismo etiopatogénico que conduce a otras alteraciones que suponen
factores de riesgo cardiovascular, como son las alteraciones en el metabolismo
lipidico (aumento de triglicéridos, disminucion de HDL) y la hipertensién arterial
! La etiologia de este sindrome es multifactorial, la genética y los factores
medioambientales desempefian un papel muy importante, entre estos Ultimos
la obesidad se ha considerado como un factor determinante del SM,! ya que
se ha reportado en algunos estudios que el trastorno inicial de RI parece
centrarse en funciones del adipocito y consiste en una incapacidad para
continuar almacenando &cidos grasos, secundaria a una predisposicion
genética, alteraciones dietéticas, etc. (Fig. 1). Desde este punto de vista, el
adipocito ahora debe ser considerado no solo un deposito de almacenamiento
sino como un érgano secretor donde algunas sustancias y hormonas liberadas
por él podrian participar en la RI,* por lo tanto la obesidad ha sido considerada

también como un principal factor de riesgo para la Diabetes Mellitus tipo 2.°
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Fig.1. Mecanismos y procesos metabdlicos asociados a la resistencia a la
insulina en higado, musculo y tejido adiposo. AG: acidos grasos; receptores
adrenérgicos; LPL: lipoproteinlipasa; Rcl: receptor de insulina; TG: triglicéridos;
TNF: factor de necrosis tumoral.

Actualmente se conoce que las células adiposas son capaces de segregar 0O
liberar un numero importante de factores circulantes, incluyendo varias
hormonas peptidicas como la leptina y citocinas tales como el Factor de
Necrosis Tumoral Alfa (TNFa), la interleucina 6 (IL-6), el Inhibidor del Activador
del Plasminégeno 1(PAI-1) y Angiotensinégeno.’

Recientemente se ha descubierto otro factor proteinico liberado por adipocitos
llamado resistina.? La resistina es una proteina de 114 aminoacidos y 12.5 kDa
que pertenece a la familia de RFLMs (moléculas semejantes a resistina) o
proteinas FIZZ (encontradas en zona inflamatoria), se caracteriza por un
extremo carboxilo terminal rico en cisteina y por formar homodimeros por
puentes disulfuro.11213.14 Esta codificada por el gen rstn, su nombre es debido
a la relacion directa con la resistencia a insulina, esta relacion se determind en
experimentos realizados en roedores donde esta hormona se encontré
aumentada en ratones (macho C57BI/6j; hembra FVB/N), que presentaron
resistencia a la insulina y obesidad genética u obesidad inducida por la
dieta.®152° Algunos estudios sugieren que la resistina es capaz de disminuir el
transporte de glucosa en el adipocito,® ademas de que se ha observado que es

una molécula inducida durante la diferenciacién de adipocitos, al ser secretada

14



de forma irregular al incrementar el volumen de los adipocitos actua de manera
autocrina sobre los mismos e induce su sobreexpresién!®?° coincidentemente,
en algunos estudios, el aumento en la expresion de la resistina se relaciona
con una marcada disminucién en la expresion de GLUT4 tanto en personas
obesas como en personas con DMT2.53° Se considera que la secrecion
incrementada de la resistina sea uno de los posibles mecanismos por el cual la
obesidad puede permitir la resistencia a insulina, influyendo directamente con la
DMT2. 91027 Experimentalmente esta proteina puede ser regulada por
tratamiento antidiabético ya que en estudios realizados con células 3T3-L1, una
linea celular proveniente de adipocitos, el tratamiento con Tiazolidinediona,
disminuye la expresion del mensajero de la resistina y por consecuencia de la

proteina.?® (Fig. 2)
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de grasa

Fig. 2 Funcion fisiologica de la resistina.

Recientemente en otro modelo experimental con ratas Wistar se identificé que
por “splicing” alternativo se origina una nueva isoforma de resistina, 2> también
se ha identificado un transcrito originado por “splicing” alternativo y la
distribuciéon de su RNAm en tejido humano?’ y se ha demostrado que los
niveles de RNAm de la resistina estan elevados en el tejido adiposo abdominal
comparado con grasa subcutaneal® por lo que se ha reportado como una
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hormona con funcién autocrina y endocrina sobre tejido adiposo,?” aunque son
pocos los estudios hechos en humanos, se presume su posible participacion en
la etiopatogenia de la Rl y DMT2, y son necesarios mas estudios para
confirmar que el gen de la resistina (rstn) estd involucrado de manera
endocrina en la adipogénesis y el metabolismo de los adipocitos.?®

En el gen rstn codificado en el cromosoma 19, se han encontrado varios
SNPs,'1 y se ha observado que pueden modular el riesgo de diabetes
asociado con un peso corporal dado.*® En la regiéon promotora del gen se ha
estudiado los polimorfismos -638 G>A, -420C>G y -358G/A, los cuales se han
asociado con niveles de resistina sérica sin encontrar asociacion
estadisticamente significativa, a pesar de lo anterior se han realizado estudios
donde se observa una asociacion estadisticamente significativa entre los SNPs
-420 C<G y -537A>C y obesidad y/o DMT2, se ha demostrado que pueden
incrementar el riesgo para obesidad por relacionarse con un Indice de Masa
Corporal mayor a 30 kg/m? en pacientes sanos,*’ otro SNP -180C>G se ha
correlacionado con niveles altos de RNAm de resistina y Rl sin asociarse con
diabetes® Por otro lado se han reportado nueve SNPs en regiones no
codificantes (Figura 3) los cuales pueden influir en la accién de la insulina en
interaccién con obesidad, como el SNP +181G/A localizado en el intrén 2,190
sin embargo otros estudios realizados con SNPs (-167C>T, +257C>T y
+299G>A) localizados también en intrones, ninguno se le ha asociado con

obesidad ni diabetes3?

638G=>A(0.01)
537 A>C(0.04)
-420C>G(0.28)
-358G=>A0.01)
IVS2H39C>T(0.18)
IVS2+181G>A(0,19)
IVS3+30C>T(006)
IVS3-16CG(0.15)
-C.62*G>A(0,06)

Fig. 3 Los SNPs en resistina. Representacion esquematica del locus del gen
resistina humana (rstn) y estructura del exon y localizacion de 9 SNPs. El
namero es basado en el numero de acceso al banco de genes.

En el afio 2001 Cao y Hegele reportaron dos SNPs uno en la posicion

+39C>T que esta a 39 pares de bases rio abajo entre el exén 2 y el intrén 2, el
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otro SNP +62G/A est4 localizado a 62 pares de bases rio abajo de la ultima
base del codon de terminacién en la region 3’'UTR del exén 4,%1 con estos dos
SNPs realizaron un estudio en diabéticos de varios grupos étnicos (africanos,
caucasicos, chinos, Indios del Este y Amerindios) y reportaron que la
frecuencia alélica +62A en la region 3'UTR es baja y algunos de estos
pacientes tenian lipodistrofia.?* En otro estudio realizado en poblacién china, el
SNP +62G/A estudiado también en pacientes diabéticos reportd que el
genotipo homocigoto GG es estadisticamente significativo asociado con
hipertension, resultando esta misma asociacion en otro estudio realizado en
una poblacién alemana, caucéasica.?®> Min Shan y colaboradores en el 2003
sugirieron que el polimorfismo +62G/A en la region 3° UTR puede afectar la
expresion del gen de resistina e influenciar la diferenciacion y maduracion de
adipocitos por el papel que se ha observado que juega en dicha diferenciacion
celular y de este modo contribuir a la patogénesis de resistencia a insulina y
diabetes tipo 2, porque en estas patologias existe un desorden en la
movilizacion y almacenamiento de grasa y un desequilibrio en la proliferacion
celular de adipocitos.?? Aunque el mecanismo exacto del polimorfismo +62G/A
sobre las regiones UTR no se conoce, se sabe que los polimorfismos que caen
en esta regién, pueden regular la expresion de un gen a través de la
modulacién de la estabilidad del RNAm ya sea aumentando o disminuyendo su
promedio de vida del mensajero. Por otro lado algunos UTR controlan el
estado de poliadenilacion del transcrito ya que muchos RNAmM son
traduccionalmente inactivos hasta que ellos sufren poliadenilacién
citoplasmatica adicional. Es conocido también que estas regiones son
afectadas en su traduccidon también por secuencias que son altamente
conservadas en 3'UTR como las secuencias AREs y los repetidos
ALU(AUUU)nA)?>*  Por los trabajos que se han reportado sobre este SNP
+62G/A en la regién 3'UTR del gen rstn y su asociacion con la RIl. El objetivo
de este estudio es identificar en una poblacion de Guerrero a este
polimorfismo de un solo nucleétido + 62G/A como marcador de diagnostico
temprano para la DMT2 y encontrar su correlacion como un factor de riesgo

para anticipar también la progresién de SM a DMT2 en tal poblacion.
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Il.- MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron 272 pacientes Trabajadores de la Universidad Autonoma de
Guerrero en el municipio de Acapulco Guerrero, agrupados como: 68 pacientes
con Sindrome Metabdlico, 68 pacientes con diabetes, definidos como caso tipo
1 y caso tipo 2 correspondientemente y 136 sujetos normales (sin SM y sin

diabetes) definiéendolos como controles.

Para definir los casos se tomaron los siguientes criterios:

caso tipo 1 presentar tres de cinco parametros

1.-Perimetro de cintura mayor de 88 cm en mujeres o mayor de 102 cm en
hombres

2.-Triglicéridos mayor de 150 mg/dl,

3.-HDL colesterol bajo < 50 en Mujeres y < de 40 en hombres.

4.-Hipertension Arterial mayor de 135/85 mmHg

5.-Glucosa > 110 mg/dl)

caso tipo 2:
Presentar Diabetes Mellitus Tipo 2 sin tomar en cuenta el tiempo de habérsele

diagnosticado.

Para definir los controles, se tomaron los siguientes criterios.
1.- No presentar Diabetes
2.-No cumplir con tres parametros de los antes mencionados para ser

diagnosticado como Sindrome Metabdlico.

La muestra de los pacientes con SM y pacientes sanos se obtuvieron durante
los meses de octubre 2004 a enero 2005, a partir de las muestras de sangre
obtenidas durante este tiempo se realizo la extraccion de DNA para formar un
banco de DNA (Fig 4). Las muestras de los pacientes con Diabetes Mellitus
Tipo 2 se obtuvieron durante el periédo julio-septiembre 2005 realizandoles

mediciones clinicas y antropométricas, posteriormente realizando la extracciéon
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de DNA para complementar el banco de DNA ya formado con los primeros
pacientes en Acapulco, Guerrero.

EXTRACCION DE DNA

Se extrajo DNA de leucocitos de sangre periférica: en un tubo Falcon estéril se
depositd sangre. Tris-base 1M pH 7.6; sacarosa 1M; Tritdn, agua desionizada
estéril (TTS), se centrifugd y decantd, al boton celular se agregdé 1 ml de TTS,
se centrifugd y decant6. Se lavo hasta obtener un boton celular blanco. Se
afadi6  cloruro de sodio, duodecil sulfato de sodio, NaCl saturado
homogenizando todo vy centrifugando a 11,500 rpm 25 min a 4° C,
decantandose y agregando 2 ml de etanol absoluto observando la formacion de
una hebra de DNA. Se procedié a almacenar toda la noche a -20°C con etanol
absoluto, se recuper6 el DNA del etanol absoluto y se transfiri6 a un tubo
eppendorf con etanol al 70%. Se resuspendié el DNA en agua desionizada y se
almacené a -70°C . El DNA se cuantificé por espectrofotometria (260 nm) en un

biofotbmetro.

IDENTIFICACION DEL GEN RESISTINA MEDIANTE PCR

El DNA purificado de todas las muestras se sometié a la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR). Para amplificar el DNA gendmico, se utilizaron los
iniciadores. Sentido 5’AGA GTC CAC GCT CCT GTG TT3" y Antisentido 5
CAT CTC CAG GTT TAT TTC CAG C 3 de acuerdo al método de Cao y
Hegele. Las reacciones de PCR se realizaron con 0.3 ug (300 ng) de DNA
gendmico, 20 pmol de iniciadores, 0.2 mmol/litro de cada deoxinucleotidos
(ATP,GTP,CTP, TTP) 0.5 U Taqg DNA polimerasa y 1.5 mmol/litro de MgClz. La
amplificacion se realiz6 en el termociclador Thermal Cycler eppendorf. Las
condiciones de amplificacion fueron: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5
min., temperatura de desnaturalizacion 94°, temperatura de alineamiento 58° y
temperatura de renaturalizacion 72 °C llevandose a cabo durante 30 ciclos,
terminando con un solo paso de extension a 72° C por 10 minutos,
amplificandose un fragmento de 249 pb Figura 5.

Una alicuota de 8 pl de la mezcla de la reaccion amplificada se sometio a

electroforésis en gel de agarosa al 1.5%, se tifi6 con bromuro de etidio y se
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examiné visualmente en el transluminador de luz ultravioleta (FOTO/UVR15,
FOTODYNER INCORPORATED).

ANALISIS DEL POLIMORFISMO MEDIANTE (RFLPs) Restriccion de los
Fragmentos largos Polimorficos de Longitud Variable.

El producto de la PCR se sometié a una endonucleasa de restriccion: enzima
BseR1. La mezcla de reaccion fue la siguiente: 1 pl de amortiguador, 0.3 ul de
enzima y 10 pl de DNA amplificado, incubdndose la mezcla en un bafio
metabdlico a 37°C durante toda la noche para la actvividad de la enzima. En el
gen resistina, si el alelo es 62G no ocurre el corte. Para el alelo 62A se
producen dos fragmentos uno de 238 pb y el otro de 11 pb. Estos fragmentos
fueron visualizados en electroforesis de geles de poliacrilamida al 7% y tefiidos

con Bromuro de etidio.

Analisis Estadistico

Se capturé la base de datos en SPSS y todo el andlisis se llevo a cabo con el
Software estadistico STATA 8.1 Se obtuvo la frecuencia absoluta y relativa de
las variables cualitativas y para las variables cuantitativas la media y desviacion
estandar. La distribucion de la frecuencia alélica de este polimorfismo fue
obtenida por Hardy-Weinberg.

Para relacionar los genotipos con la presencia de Diabetes y SM se
determinaron las caracteristicas clinicas y bioquimicas de casos y controles por
genotipo, la razén de momios, obteniendo los Intervalos a un nivel de confianza

del 95%. Se realiz6 asociacion con Analisis de Regresion Logistica.
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[ll.- RESULTADOS

Las muestras de sangre que se obtuvieron de 272 Trabajadores de la
Universidad Autbnoma de Guerrero en Acapulco, Guerrero y que cumplieron
con los criterios de inclusion para este estudio de casos y controles fueron
procesadas para obtener un banco de DNA (Figura 4) y en cada una de estas
muestras se amplifico e identific6 por PCR el gen de la resistina, como un
fragmento de 249 pb (Figura 5) utilizando los iniciadores: sentido 5AGA GTC
CAC GCT CCT GTG TT3' y antisentido 5° CAT CTC CAG GTT TAT TTC CAG
C 3'. Dicho fragmento se secuencid para confirmar que correspondia a la

secuencia reportada de este gen (anexo-pag.29)

Fig. 4 Muestras de DNA de los pacientes considerados
como casos y controles en este estudio.

400 pb
300 pb
200 pb 249 ob

100ph —

Fig. 5 Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% del fragmento amplificado
de 249 pb correspondiente al gen de la resistina, carril 1: Marcador de
Peso Molecular de 100 pb carril 2: control positivo de 249 pb, carril 3:
paciente sano, carril 4: paciente con SM, carril 5 a 7 pacientes con DMT2,
carril 8: control negativo (Hz0).
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A partir de los fragmentos de PCR, se realizdé analisis de Restriccion de los
Fragmentos Polimérficos de longitud variable (RFLPs) encontrando las
siguientes variantes génicas del SNP +62G/A: genotipo homocigoto GG
representado por un fragmento de longitud de 249 pb y genotipo homocigoto
AA por fragmentos de longitud de 238 pb y 11 pb, visualizandolos en gel de
poliacrilamida al 7% como se muestra en la (Figura 6). El genotipo heterocigoto

GA no se encontro en esta poblacion de estudio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 131415/983Db
]

-
E — 846 pb

400 pl; — — 249pb
300 pb — —p— -
200 pb . e - —— 1370b
100 pb

— 1lpb

Fig. 6 Gel de poliacrilamida al 7%,para visualizar las variantes génicas del
SNP +62G/A; carril 1: Marcador de peso molecular (100 pb), carril 2: gen
resistina sin restriccion (control negativo), carril: 3 a 5 y 8 genotipo AA ,
carril 6,7 y 9 a 14 genotipo GG, carril:15 un fragmento de 983 pb del gen
gliceraldehido en el cual el corte con la enzima BseR1 gener6 dos

fragmentos uno de 846 pb y otro de 137 pb (control positivo).

En el cuadro 1, se muestra que la edad promedio del grupo de estudio fue 48
afos, el sexo femenino predominoé con el 58%, el perimetro de cintura mayor
de 88 cm indico obesidad abdominal entre las mujeres. El grupo de casos con
sindrome metabdlico del sexo masculino tuvieron una media de perimetro de
cintura de 106 cm indicando obesidad abdominal. El subgrupo de casos (SM y
DMT2) mostraron niveles altos de triglicéridos 229+97 mg/dl y 201+107 mg/dl

respectivamente en comparacion con los controles170+138 mg/dl.
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En el cuadro 2 se muestran los genotipos del SNP +62G/A encontrados tanto
en casos como en controles, la variante GG predomin6 un 78% y la variante AA
22%, la variante GA no se encontro.

La edad promedio de casos con DMT2 que presentaron la variante GG fue de
55 afios que es mas alta en comparacion a los controles que tienen dicha
variante (46 afios). Los casos con sindrome metabdlico que presentaron la
variante AA muestran un valor promedio de triglicéridos mas alto (255+104

mg/dl) en comparacién con los controles (150+186 mg/dl).

Cuadro 1. Caracteristicas de casos y controles en la poblacion estudiada de
Acapulco, Guerrero.

CASOS CONTROLES
CARACTERISTICA GRUPO Sindrome Diabetes Mellitus INDIVIDUOS
EN Metabolico Tipo 2 SANOS
ESTUDIO
n=272 n=68 N=68 n=136
Edad 48 +9 47+ 9 55+10 46+8
Sexo
Hombres 112(41%) 26(38%) 20(30%) 66(48%)
Mujeres 160(59%) 42(62%) 48(70%) 70(52
%)
IMC
Hombres 29+ 8 35+13 29+4 27+3
Mujeres 28+ 4 30+ 3 28+ 4 27+ 5
P. Cintura
Hombres 97+9 106+7 98+10 93+8
Mujeres 91+10 97+8 93+10 87+9
Presion sistélica 114+ 14 118+15 110+16 113+10
Presién diastélica 73+ 10 77+ 12 72+ 11 72+ 8
Glucosa (mg/dl) 118+67 88+ 13 207482 88+12
Triglicéridos (mg/dl) 193+127 229497 201+107 170+138
HDL-Colesterol (mg/dl)
Hombres 45+25 35+7 42+9 50+ 30
Mujeres 51+31 39+7 48+25 60+39

Media + Desviacion estandar

Se observa un valor promedio de colesterol-HDL (37 mg/dl) menos de 50 mg/dl
indicando hipercolesterolemia en el sexo femenino con la variante AA en

comparacion con los controles con la misma variante (76 mg/dl). Cuadro 3.
En el cuadro 4, se muestran las frecuencias génicas y alélicas del polimorfismo

encontradas en los casos y controles estudiados. La frecuencia del alelo +62A

fue mas alta en casos DMT2 (0.664) en comparaciéon con los controles (0.401).
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El andlisis de riesgo crudo mostr6 una asociacion entre el genotipo AA y el
sexo femenino (RM=2, IC95% 1.0 a 3.5 p=0.03), asociacion entre este genotipo
y el desarrollo de un perimetro de cintura mayor de 88 cm (RM=3, IC1.1 a 5.8
p=0.01), asi como cuatro veces mas probabilidad de presentar una glucosa
alterada (>126 mg/dl) en un individuo que presenta este genotipo AA (RM=4,
IC95% 1.8 — 7.0 p=<0.000) cuadro 5.

Cuadro 2. Frecuencia de los genotipos del polimorfismo +62G/A
en los casos y controles

Sindrome Diabetes TOTAL CONTROLES TOTAL
Variante Metabdlico  Mellitus tipo 2 CASOS GRUPO
genica N=68 n=68 n=136 n=136 ESTUDIO
GG 59(87%) 38(56%) 97(35%) 114(42%)  211(78%)
AA 9(13%) 30(44%) 39(14%) 22(8%) 61(22%)
TOTAL 68(100%) 68(100%) 136 136  272(100%)

Cuadro 3. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de casos y controles
de acuerdo al genotipo en la poblacion de Acapulco, Guerrero.

PARAMETRO CASOS CONTROLES
Sindrome Metabdlico  Diabetes Mellitus Tipo
2
Variant Variante Variante Variante Variante Variante
e GG AA GG AA GG AA
Edad 47+ 8 47+ 11 55+ 10 54+ 9 46+ 8 47+ 11
Sexo
Hombres 24 2 11 9 59 7
Mujeres 35 7 27 21 55 15
IMC
Hombres 35+ 14 30+5 27+ 3 30+5 27+ 3 26+ 2
Mujeres 30+ 3 30+ 3 28+ 3 29+5 26+ 5 28+5
P. Cintura
Hombres  105+7 109+10 95+8 102+10 93+8 93+4
Mujeres 96+8 98+9 93+10 93+10 87+9 89+10
Presion sistolica 119+ 16 113+ 8 112+ 17 194+ 107 112+11 114+8
Presion diastolica 78+ 12 72+ 9 72+ 11 71+ 11 72+ 8 75+ 8
Glucosa (mg/dl) 88+13 89+13 202+80 214485 88+11 89+13
Triglicéridos (mg/dl) 225+97  255+104  207+138  194+107 174+147  150+186
HDL-Colesterol (mg/dl)
Hombres 34+ 7 39 +3 38+ 4 47+ 11 50+30 56+ 40

Mujeres 40+ 7 37+ 8 51 + 32 45+ 12 56+ 33 76+ 56

Media + Desviacién estandar

24



Al realizar el andlisis estratificado se observé que un individuo que tiene el
genotipo AA tiene cuatro veces mas probabilidades de presentar DMT2 en
comparacion con los que no tienen este genotipo y es estadisticamente
significativo (RM=4.0, IC95% 2.0 a 8.2 p=0.000), un individuo de sexo
masculino con genotipo AA tiene siete veces mas probabilidad de presentar
DMT2 (RM=7, IC95% 1.9 A 24.7p=0.000) y tres veces esta probabilidad si es
de sexo femenino (RM=3, IC95% 1.6 a 6.6 p=0.01). El genotipo AA en una
persona con DMT2 se asocia con las dislipidemias; hipertrigliceridemia
(RM=8,1C95% 0.95 a 9.6 p=0.002) es decir existe ocho veces mas probabilidad
que se desarrolle desorden en los triglicéridos por dicho genotipo, y tres veces
mas probabilidad de hipercolesterolemia si es sexo femenino (RM=3,1C95%
1.3 a 7.5 p=0.005) cuadro 6.

Cuadro 4. Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo +62G/A en
el gen de la resistina de casos y controles

Grupo por Diagnéstico Frecuencia alélica
n +62A

Sujetos sanos 136 0.401

Sujetos con

Sindrome Metabdlico 68 0.363

Sujetos con Diabetes 68

Mellitus Tipo 2 0.664

NOTA: Calculado por el método de Hardy-Weinberg
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Cuadro 5.

de la poblacion total de estudio.

Asociacion del polimorfismo +62 G/A con las caracteristicas

Genotipo AA RM I1C(95%) P
Sexo
Masculino 1.0 (). -
Femenino 2(1.0-3.5) 0.03
IMC
< 30 kg/m? 1.0 - -
> 30 kg/m? 1(0.8-2.7) 0.2
Presion Arterial sistolica
sin Hipertension 1.0 - -
con Hipertensién | 0.3(0.09- 1.2) | 0.07
Presion Arterial diastdlica
sin Hipertension 1.0 - -
con Hipertension | 0.7(0.3 - 1.6) 0.4
Glucosa
<126 mg/dI 10 - -
>al26 mg/dl | 4(1.8-7.0) 0.000
Triglicéridos
< 150 mg/dI 1.0(-) -
> 150 mg/dl | 0.8(0.3-1.5) 0.3
HDL-Colesterol Bajo
Sexo masculino
>40 1.0 (-) -
< 40 0.8(0.5- 1.5) 0.5
Sexo femenino
>50 1.0 -
<50 | 1(0.3- 7.0) 0.7
Perimetro de Cintura
Masculino
<102 cm 1.0( -) -
>102cm | 2(0.6- 4.5) 0.3
Femenino
<88cm | 2(0.6- 4.0) 0.3
>88cm | 3(1.1-5.8) 0.01

RMs=Razénde Momios, 1.C.95%=Intervalos de confianza al 95%
(*)=valor y categoria de referencia.

El andlisis de regresién logistica mostré que el genotipo AA en un individuo ya
sea hombre o mujer, representa cinco veces la probabilidad de que presente
Diabetes Mellitus Tipo 2 (RM=5, 1C95%1.6-18.2 p= 0.007).
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La Hipertension sistélica se asocio con el genotipo AA en los casos de SM
(RM=7, 1C95%2.4-18.6p=<0.00) y no asi con los casos DMT2 (RM=3,
1C95%0.33-20.4 p=0.4).

Con este analisis se siguié manteniendo la asociacion de este genotipo con la
glucosa alterada en un individuo con diabetes, indicando que la presencia de
dicho genotipo es estadisticamente significativa para presentar valores de
glucosa alterada (RM=4,1C95%1.2-15.7p=<0.01) cuadro 7y 7.1

Cuadro 6. Asociacion del polimorfismo +62G/A con las alteraciones metabdlicas
de los sujetos en estudio, de acuerdo al diagnostico.

SNP +62G/A CONTROLES CASOS Casos 1 Casos 2 P <0.05
Alteracion n(%) n(%) Sindrome Diabetes Casos1  Casos2
Metabdlico Tipo 2
GG 114(83.8%)  97(71.3%) 1.0% 1.0%
AA  22(16.2%) 39(28.7%) 0.8(0.3-1.8) 4(20-82) 05 0.000
Sexo 1.0*
Masculino 66(49%) 46(34%) 0.7(0.1-3.6) 7(1.9-24.7) 0.6 0.000
Femenino 70(51%)  90(66%)  0.7(0.1-3.6) 3(1.2-66) 05 0.01

Perimetro de cintura
(obesidad abdominal)
Sexo Masculino

No 55(41%) 15(11%) 1.0* 1.0 - -
Si 11(8%) 31 (24 %) ND 2(0.5-11.0) - -
Sexo Femenino
No 42(31%) 16(11%) 1.0* 1.0* - -
Si 28(20%) 74 (54%) 0.6(0.2-2.2) 7(0.9-82) 04 0.07
Hipertension sistdlica
No 130(96%) 111(82%) 1.0* 1.0 - -
Si 6(4%) 25(18%) 1(0.4-2.4) 4(2.0-85) 0.9 0.000
Hipertension diastolica
No 122(90%) 10678%) 1.0* 1.0 - -
Si 14(10%) 30(22%) 0.3(0.4-2.5) 3(0.3-21.7) 0.2 0.3
Dislipidemia:
Hipertrigliceridemia
< 150 mg/dl 84(62 %) 36(26%) 1.0* 1.0* - -
>150 mg/dI 52(38%) 100(74%) 1(0.4-3.2) 8(0.959.6) 0.8 0.002
HDL-colesterol bajo
Sexo masculino
>40 42(31%) 22(17%) 1.0 1.0* - -
<40 24 (19%) 25(18%)  0.4(0.03-4.2) 4(04-322) 04 0.2
Sexo femenino
>50 58(42%) 56(41%) - 1.0* - -
<50 12 (8%) 33 (24%) 0.8(0.3-2.1) 3(1.3-75) 0.6 0.005
Glucosa Alterada
<126 mg/dI 135(99 %) 77(57 %) 1.0* 1.0* - -
>a 126 mg/dl 1(1%) 59(43%) 0.8(0.3-2.0) 4(1.2-15.7) 0.6 0.01

RMs=Razén de Momios, 1.C.95%=Intervalos de confianza al 95%, (*)=valor y categoria de referencia..
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Cuadro 7 Caracteristicas asociadas con el genotipo AA por regresion logistica
entre casos con Sindrome Metabdlico y controles.

Analisis
Genotipo AA  CONTROLES  CASOS  bivariado crudo P<0.05  Regresion <0P05
. SM RM(IC 95%) logistica '
n(%) n(%) RM(IC95%)

Genotipo GG 114(84%) 97(71%) 1.0* - -

Genotipo AA 22(16%) 39(29%) 0.8(0.3-1.8) 0.000 1(0.4-2.4) 0.9
HTA sistdlica

No 130(96%)  111(82%) 1.0* - 1.0* -

Si 6(4%) 25(18%) 1(0.4-2.4) 0.9 7(2.4-18.6)  <0.00
Glucosa alterada

<110 mg/dl 13599 %)  77(57 %) 1.0* - 1.0* -

> a 126 mg/dl 1(1%) 59(43%) 0.8(0.3-2.0) 0.6 4 (0.3-43.6) 0.3

RMs=Razénde Momios, 1.C.95%=Intervalos de confianza al 95%, (*)=valor y categoria de referencia

Cuadro 7.1Caracteristicas asociadas con el genotipo AA por regresion logistica
entre casos de Diabetes Mellitus tipo 2 y controles.

Anélisis
Genotipo AA ~ CONTROLES  CASOS  bivariado crudo  P<®%  Regresion P
DMT2  RM(IC 95%) logistica <0.05
n(%) n(%) RM(IC95%)

Genotipo GG 114(84%) 97(71%) 1.0* _ - -

Genotipo AA 22(16%)  39(29%) 420-82) (000 5(1.6-18.2)  0.007
HTA sistdlica

No 130(96%)  111(82%) 1.0% - 1.0* -

Si 6(4%) 25(18%) 4(2.0-85)  0.000 3(0.33-20.4) 0.4
Glucosa alterada

<110 mg/dl 135(99 %)  77(57 %) 1.0* - 1.0* -

> a 126 mg/dl 1(1%) 59(43%) 4(1.8-7.0)  0.000  726(87.5-6029.8)  0.000

RMs=Razénde Momios, 1.C.95%=Intervalos de confianza al 95%, (*)=valor y categoria de referencia
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V.- DISCUSION Y CONCLUSION

En este estudio al comparar algunas caracteristicas clinicas entre los casos y
controles, se observa que estos Ultimos tienen un valor promedio de
triglicéridos que se encuentra arriba del valor estandar es decir, el valor es alto
al igual que los casos, esto es porque los pacientes que se consideran sanos,
podian presentar dos de los cinco parametros mencionados (perimetro de
cintura mayor de 88 cm en la mujer o mayor de 102 cm en el hombre,
triglicéridos mayor de 150 mg/dl, HDL colesterol bajo < 40 en mujeres o0 < 50 en
hombres, presentar niveles de glucosa > 110 mg/dl e Hipertensién Arterial
mayor de 135/85 mmHg) sin llegar a ser diagnosticados con Sindrome
Metabdlico de tal forma que quedan incluidos dentro de los controles.

En otros dos estudios realizados en poblacion china y en poblacién alemana
solamente analizaron sujetos con Diabetes y sujetos sin diabetes. En éste
estudio ademéas de incluir pacientes con Diabetes también se incluyeron
pacientes con Sindrome Metabdlico. La fisiopatologia entre estas dos
entidades clinicas ha radicado en la resistencia a insulina la cual podria
explicarse por factores ambientales como la obesidad y factores genéticos
como los SNPs o variantes génicas. En éste estudio, de acuerdo a las
variantes génicas del SNP +62G/A, se encontr6 que el genotipo AA en los
casos (SM=9, DMT2=30), tuvo una frecuencia de 14.4% mas alta que los
controles (8.0%) a diferencia de lo que reportaron Min Shin Tan vy
colaboradores,?? quienes encontraron este genotipo AA con menos frecuencia
en diabéticos que en los no diabéticos, esta diferencia quizds pueda deberse al
tamafo de muestra utilizado aqui de 272 sujetos y en los otros dos estudios;
1102 en una poblacion china y 818 en una poblacion alemana. Los datos de
éste estudio realizado en poblacion de Acapulco, Guerrero, México, mostraron
que el genotipo AA de éste SNP +62G/A se asocia con hipertension en casos
de SM pero no asi con Hipertension en los casos DMT2. Berthold y
colaboradores al realizar un estudio de éste SNP +62G/A en alemanes
caucasicos encontraron que el genotipo AA se encontr6 asociado con

hipertension en sujetos sanos mas no en sujetos con Diabetes,® sin embargo
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en éste estudio la asociacion entre la presencia de Diabetes Mellitus tipo 2 y la
presencia del genotipo AA fue estadisticamente significativa.

Los desordenes metabdlicos estan presentes en ésta poblacion de estudio y de
igual manera que en las otras poblaciones donde se analizd este mismo SNP
(+62G/A) 2223 pero en ninguno de los estudios estos desordenes (triglicéridos
elevados, colesterol HDL bajo, Indice de Masa Corporal y obesidad abdominal)

han sido significativos.

En el andlisis por regresion logistica los desordenes asociados con el genotipo
AA en este estudio fueron: la glucosa alterada (RM=726,1C95% 87.5 a 6029.8
p=0.000) que puede predisponer a un individuo a resistencia a insulina y con el
tiempo posiblemente a una diabetes mellitus tipo 2, pero no a Sindrome
Metabdlico (RM=4, 1C95% 0.3 a 43.6 p=0.3) segun los datos observados aqui,
sin embargo la Hipertension si se asocioé con el genotipo AA en pacientes con
Sindrome metabdlico (RM=7, 1C95% 2.4 a 18.6 p=0.000). Min Shin Tan y
colaboradores, reportaron que éste polimorfismo puede ser un factor
independiente asociado con presion arterial sistélica y diastolica en pacientes
con diabetes tipo 2, sugiriendo que la resistina puede estar jugando un papel en
la patogénesis de Diabetes mellitus tipo 2 e hipertensién relacionada a
resistencia a insulina??. La vinculacion de hipertensién con la insulina es
derivado de la observacién de que esta hormona tiene un efecto directo sobre
la pared arterial donde estimula la proliferacion del musculo liso habiendo
evidencias de que la vasodilatacion mediada por insulina es dafiada en un
estado resistente a insulina permitiendo de esta forma la hipertension.®? Los
dos desérdenes (glucosa alterada e hipertension sistdlica) asociados con el
genotipo AA significativamente, estan estrechamente relacionados por el factor
resistencia a insulina que no solo puede afectar el metabolismo de la glucosa

sino que posiblemente puede permitir la hipertension .

Datos previos han reportado que éste sindrome antecede a la Diabetes y que
uno de sus desordenes comunes es la resistencia a insulina, por lo tanto el
genotipo AA de éste polimorfismo +62G/A podria estar asociado con

hipertension relacionada a resistencia a insulina en pacientes con Sindrome
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Metabdlico en esta poblacion estudiada, posteriormente ocasionando una
intolerancia a la glucosa y evolucionar a una Diabetes de hecho, en este
estudio se demostré que el genotipo AA de este polimorfismo aumenta tres
veces el riesgo para pasar de sindrome metabdlico a Diabetes Mellitus Tipo 2
(RM=3, 1C95% 2.4 a 3.7 p=0.001) y que la frecuencia del alelo +62A esta
predominando en estos pacientes con DMT2 (0.664) en comparacion con los
pacientes con SM (0.363) y los sujetos sanos (0.401). Considerando que los
SNPs deben estudiarse por poblaciones, llama la atencion que la frecuencia
encontrada de éste alelo en los sujetos sanos es alta, comparada con la
encontrada por Cao y Hegele en sujetos que no tienen antecedentes familiares
de DMT2 y muestras de DNA de sujetos sanos de varios grupos étnicos,
reportando una frecuencia de: 0.15, 0.11, 0.13 y 0.05 en Africanos, Caucasicos,
Chinos e Indios del Este, respectivamente y 0.00 tanto en Amerindios e
Indigenas. Con esta informacion se habria esperado encontrar una frecuencia
baja o nula ya que correspondemos a los amerindios, sin embargo debemos
reconsiderar que la poblacion estudiada de Acapulco, Guerrero esta muy
cercana a una region (costa chica) donde ya existe mezcla con raza africana y
esto posiblemente explique un poco la frecuencia de este alelo encontrada

aqgui, sin dejar a un lado el factor ambiental.

Actualmente se conoce que algunos SNPs pueden afectar la expresion del gen
o modificar la funcién de una proteina. Se ha reportado que la proteina resistina
se encuentra en concentraciones elevadas en pacientes con DMT2?; y que a
nivel de adipocitos inhibe la captaciéon de glucosa por GLUT-41° provocando
posiblemente una resistencia a insulina. Aunque el mecanismo exacto de como
puede actuar esta proteina no se sabe, recientemente se dio a conocer un
estudio realizado en Toronto, Canada sobre el papel de la resistina en la
patofisiologia de resistencia a insulina, estos estudios se realizaron en cultivos
celulares derivados células de musculo esquelético de rata (L6), con la finalidad
de examinar la captacion de la deoxiglucosa-2, la translocacion de la proteina
GLUT-4 y la concentracion de la proteina GLUT-4, asi mismo el nivel de
fosforilacion y contenido total de las proteinas que forman parte de la
sefalizacion activada por insulina, lo que incluye: la subunidad beta del
receptor de insulina (IRbeta), el Substrato Receptor de Insulina (IRS), Akt y la
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cinasa glucogeno sintetasa-3beta (GSK-3beta).3® Ellos reportaron que al
administrar resistina (50nmol/l, 0-24 h) en células L6, ésta regula la funcion de
IRS-1 y AKtl; éstas son dos proteinas que forman parte de esta cascada de
sefalizacion y que en condiciones normales cuando la insulina se une a su
receptor son fosforilados los residuos de tirosina en la subunidad beta de dicho
receptor y la proteina IRS-1 es la primera proteina que recibe la sefal por
fosforilacién en tirosina para mandar el mensaje a otras proteinas como p85,
pl10, hasta llegar a AKtl que es una proteina que tiene que ver con la
translocacion de la proteina GLUT-4 hacia la membrana celular. Cuando se da
tratamiento con resistina a estas células, se observo que los niveles proteinicos
de IRS1 es baja y disminuye su fosforilacion de tirosina, también disminuye la
fosforilacidn de AKt sobre las proteinas T308 y S473 y la produccion de Akt y
Aktl, ademas disminuye la captacion de deoxigluosa-2 estimulada por insulina
y el contenido de GLUT-4, disminuye la sintesis de glucogeno y la fosforilacion
de GSK-3beta.

Ante estas observaciones ellos sugieren que resistina regula la funciéon de IRS-
1 y Akt, también disminuye la translocacion de GLUT4 y la captacion de
glucosa en respuesta a la insulina, por lo tanto resistina tiene un papel
potencial en la patofisiologia de diabetes tipo 2 en obesidad.33

Al relacionar lo anterior con el SNP +62G/A, podemos sugerir, que el genotipo
AA presente en la regidn 3'UTR, podria estabilizar el mensajero y de esta
manera, incrementar la concentracion de resistina lo que conlleva a la
desestabilizacion de la via de sefalizacion en respuesta a la insulina,
favoreciendo la falta de translocacién del transportador GLUT4 a la membrana

y por ende la resistencia a insulina.

Los limites de éste estudio es que no se contd con un tamafo de muestra mas
extenso con respecto a los otros estudios hechos en poblacién china y
alemanes caucdsicos, y tampoco se midieron las concentraciones séricas de la

resistina.

32



V.- REFERENCIAS

1.- Martinez BE, Rodriguez MC, Martinez JA, Sindrome metabdlico, resistencia
a la insulina y metabolismo tisular, Endocrinol Nutr 2003; 50(8):324-33.

2.- Zimmet P, Boyko EJ, Collier GR, Courten de M. Etiology of the Metabolic
Syndrome: Potential Role of Insulin Resistance, Leptin Resistance, and Other
Players. Annals New Yorks Academy of Sciences 25-41

3.- Gonzélez C. A. Consenso Mexicano sobre el Tratamiento Integral del
Sindrome Metabdlico, Rev Mex Cardiol 2002; 13 (1): 4-30

4.- Moreno MJ, Martinez JA. El tejido Adiposo: 6rgano de almacenamiento y
organo secretor, Anales del Sist San Nav 2002;25:29-39.

5.- Abel ED, Peroni O, Kim JA, Kim YB, Boss O, Hadro E, et al. Adipose-
selective targeting of the GLUT4 gene impairs insulin action in muscle and liver.
Nature 2001;409:729-33

6.- Shuldiner A. R., Yang R., Gong D-W, Resistin, Obesity, and Insulin
Resistance- The emerging Role of the adipocyte as an Endocrine Organ., The
New England Journal of Medicine, November 2001 vol. 345,(18, pp.1345-1346

7.-Kahn BB, and Flier JS, Obesity and insulin resistance. J Clin Invest, 2000;
106473-481.

8.- Steppan CM, Balley ST, Bhat S, Brown EJ, Banerjee RR, Wright CM, et al.
The Hormone resistin links obesity to diabetes.Nature, 2001;409(18):207-212.

9.- Rajala MW, Obici S, Scherer PE, Rossetti L. Adipose derived resistin and
gut.derived resistin.like molecule-p selectively impair insulin action on glucose
production. J Clin Investigation, 2003;111(2):225-230.

10.-Yamauchi MD, Bovenkerk JE, Juliar BE, Watson W, Kerr K et al, Serum
Resistin (FIZZ3) Protein Is Increased in Obese Humans, J Clin Endocrinol
Metab, November 2003, 88(11):5452-5455

11.- Ma X, Warram JH, Trischitta V, Doria A. Genetic Variants at the Resistin
Locua and Risk of type 2 Diabetes in Caucasians, J Clin Endocrinol and Metab
2002; 87(9):4407-4410

12.- Engert JC, Vohl M-C, Williams SM, Lepage P, Loredo-Osti JC, Faith J. et

al. 5 Flanking variants of Resistine are Associates with Obesity, Diabetes.
2002; 51: 1629-1634

33



13.- Yang R-Z, Huang Q, Xu A, McLenithan JC, Eison JA, Shuldiner AR, et al.
Comparative studies of resistin expression and phylogenomics un human and
mouse. Bichemical and Biophysical Research Communications, 2003;310:927-
935.

14.- Banerjee RR, Lazar MA. Dimerization of Resistin and Resistin-like
Molecules is Determined by a Single Cysteine, J Biology of Biological
Chemistry, 2001;276 (28): 25970-25973.

15.-Mcterman PG. Increased resistin gene and protein expression in human
abdominal adipose tissue. J Clin Endocrinol Metab 2002;87:2407-10.

16.-Banerjee RR, Lazar MA, Resistin. molecular history and prognosis J
Molecular Med 2003

17.- Cho YM, Youn BS, Chung. SS, Kim KW, Lee HK, Yu K-Y, et al. Common
genetic polymorphism in the promoter of resistin gene are major determinants
of plasma resistin concentrations in humans, Diabetologia 2004;47: 559-565.

18.-Smith SR, Bai F, Charbonneau C, Janderova L, and Argyropoulos G, 2003.
A promoter genotype and oxidative stress potentially link resistin to human
insulin resistance. Diabetes 52:1611-1618.

19.-Wong H, Chu WS, Hemphill C, Elbein S. Human Resistin Gene: Molecular
Scanning and Evaluation of Association with Insulin Sensitiviti and Type 2
Diabetes in Caucasians, J Clin Endocrinol Metab 2002;87(6) : 2520-2524.

20.- Pizzuti A, Argiolas A, Di Paola R, Baratta R, Rauseo A, Bozzali M. et al. An
ATG Repeat in the 3’-untranslated Region of the Human Resistin Gene Is
Associated with a Decreased Risk of Insulin Resistance, J. Clin Endocrinol and
Metab 2002;87 (9): 4403-4406

21.- Cao H and Hegele. Single nucleotide polymorphisms of the resistin (RSTN)
gene, J Hum Genet, 2001:46:553-555.

22.-Tan M-S, Chang S-Y, Chang D-M, Tsai C-R J, Lee Y-J. Association of
Resistin Gene 3’-Untranslated Region +62G ---A Polymorphism with Type 2
Diabetes and Hypertension in a Chinese Population, Journal of clinical
Endocrinol & Metab 2003;88(3):1258-1263.

23.-Berthold G, Giannakidola E, Fausta M, Kratzsch J Berthold HK, and Krone
W. Resistin gene 3’ untranslated region +62G/A polymorphism is associated
with hypertension but not diabetes mellitus type 2 in a German population. J |
Med 2005 258(6):518

34



24.- Jun AH, Lee D, Lee KH and Bhak J. The association of Alu repeats with the
generation of potential AU-rich elements (ARE) AT 3'UTR untranslated regions,
BMC Genomics 2004, 5:97

25.- Del Arco A, Peralta S, Carrascosa JM, Ros M, Andres A and Arribas C.
Alternative splicing generates a novel non-secretable resistin isoform in Wistar
rats, FEBS Letters 2003: 555:243-249

26.- Nohira T, Nagao K, Kameyama K, Nakai H, Fukumine N et al, Identification
of an alternative splicing transcript for the resistin gene and distribution of its
MRNA in human tissue, European Journal of Endocrinology 2004 151-154.

27.-Youn BS, Yu KY, ParK HJ, Lee NS, Min SS et al. Plasma Resistin
Concentrations by Enzyme Linked Inmonoabsorbent Assay Using a Newly
Developed Monoclanal Antibody Are Elevated in Individuals with Type 2
Diabetes Mellitus. J Clin endocrinol Metab, 2004;89(1):150-156.

28.- Shojima N, Sakoda H, Ogihara T, Fujishiro M, Katagiri H et al. Humoral
Regulation of Resistin Expresion in 3T3-L1 and Mouse Adipose Cells, Diabetes
2002;51: 1737-1744.

29.- Shuldiner AR, Yang R and Gong DW. Resistin, Obesity, and Insulin
Resistance — The Emerging Role of the Adipocyte as an endocrine organ. N
Engl J Med, 2001;345(18): 1345-1346.

30.-Ma X, Warran JH, Trischitta V and Doria A. Genetic Variants at the Resistin
Locus and Risk of Type 2 Diabetes in Caucasians, J clin Endocrinol Metab,
2002;87(9):4407-4410.

31.-Osawa H, Onuma H, Murakami A, Ochi M, Nishimiya T et al. Sistematic
Search for Single Nucleotide Polymorphisms in the Resistin Gene. The absence
of evidence for the Association of Three Identified Single Nucleotide
Polimorphisms with Japanese Type 2 Diabetes. Diabetes, 2002;51: 863-866

32.-Tack CJ, Ong MK, Lutterman JA, Smits P. Insulin-induced vasodilatation
and endothelial function in obesity/insulin resistance. Effects of troglitazone.
1998 Diabetologoia 41:569-576.

33.- Palanivel R, Maida A, Liu Y and Sweeney G. Regulation of insulin

signaling, glucose uptake and metabolism in rat skeletal muscle cells upon
prolonged exposure to resistin. 2006 Diabetologia 49(1):183-90.

35



VI.-ANEXO

Secuenciacion de un fragmento de 249 pb del gen de la resistina, amplificado en este estudio y que corresponde a la secuencia
reportada en la literatura.

Sample 14154 Lane: 15 Base spacg 1803 1326 bases in 1989 scans Page 1 of 1
10 20 =20 = |=1u] &0 Ta EQ ] 100
ACEGET ¢ TEGERGECTITCGCCG T CRCCE G::C—':.'-._ I T o e T oI T I e LI LG I e e AT gl Ge G GC G AG Rl CEC AT ET LR I GCCEG TG G EEE T
110 120 '_:‘E':l
EIGE ACT GG G AgET CECTIGCT GecegIen G
AG AGTCCACGCT CCTGTGTT
CCCGCTCCCA CCCTCAGCCT CCCAGCTCAG AGTCCACGCT cCTGTGTTCC
v

GGGCTGCAGG CTTCGCCGTC ACCGGCTGCA CTTGTGGCTC CGCCTGTGGC
TCGTGGGATG TGCGCGCCGA GACCACATGT CACTGCCAGT GCGCGGGCAT
GGACTGGACC GGAGCGCGCT GCTGTCGTGT GCAGCCCTGA GGTCGCGCGC
AGCGCGTGCA CAGCGCGGGC GGAGGCGGCT CCAGGTCCGG AGGGGTTGCG
GGGGAGCTGG AAATAAACCT GGAGATGATG ATGATGATGA TGATGATGAT

GCTGG AAATAAACCT GGAGATG

*Secuencia reportada en la literatura y en el banco de genes [ref (NM_020415)]
* Iniciadores que delimitan este fragmento de 249 pb: Sentido 5AGA GTC CAC GCT CCT GTG TT 3" Antisentido 5CAT CTC CAG GTT TAT TTC CAGC 3’
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