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a actual pandemia de diabetes mellitus (DM) obli-

This review describes the advances in the knowledge about the genetic aspects of common chronic com-
plications of diabetes with prognostic significance, such as diabetic nephropathy and cardiovascular
diseases. It is well known that the genetic factors responsible for chronic complications are different from
those that cause Diabetes Mellitus. Until recently, the studies were limited to the analysis of individual
genes associated or related to multifactorial diseases. However at the present time the “genome wide
association studies” lead to a great advance in knowledge. The analysis of genetic variations or polymor-
phisms allows the understanding of human individuality and the predisposition towards certain diseases.
A new research field appeared in 2004, when small messenger RNAs, called microRNA related to Diabetes
Mellitus and its chronic complications, were identified. The function of these RNAs is to regulate several
target genes. These affect insulin secretion and action and genes related to microangiopathic and specific
macroangiopahic complications. This new knowledge will identify new genes related to the disease and
will allow the development of therapeutic strategies devised according to individual susceptibility towards
specific chronic complication.

Impacto de la DM y sus complicaciones
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ga a dirigir los esfuerzos hacia la prevencidn y

disminucion de la progresion de la enfermedad y
sus complicaciones. Una forma relevante de abordar estos
problemas es la identificacion de los genes involucrados
en la presentacidon y desarrollo de la DM y de las com-
plicaciones crdnicas, pues este conocimiento permitird la
implementacion de estrategias terapéuticas especificas.

El avance de las nuevas herramientas genéticas, tales como
el andlisis de las variaciones de genomas completos (“Ge-
nome wide association” o estudios GWA) ameritan una re-
visién de los conocimientos alcanzados. Ademads, durante
la dltima década se ha descubierto otra clase de moléculas
que regulan la expresion de los genes, un tipo de dcidos
ribonucleicos pequefios (RNAs) denominados microRNAs
que presentan un gran potencial en el estudio genético de
distintas patologias. Con el objeto de ilustrar a los lecto-
res de su eventual importancia en la investigacion de una
enfermedad tan frecuente como la DM, describimos los
avances recientes en este campo en relacion a esta pato-
logia y a las complicaciones de mayor morbi-mortalidad,
como son la Nefropatia Diabética (ND) y la Enfermedad
Cardiovascular (ECV).

cronicas

Actualmente, el Ministerio de Salud de Chile estima que
la frecuencia de DM en el pais es de 4,3%, cifra inferior
al 5,3% encontrada en 1978'. Otros estudios recientes han
informado porcentajes cercanos al 5,39%?. Cualquiera sea
la prevalencia real de la DM, ésta ird en aumento por el
envejecimiento de nuestra poblacién y la tendencia cre-
ciente al sobrepeso. Desde sus etapas iniciales, como es la
intolerancia a la glucosa o prediabetes, el paciente puede
desarrollar complicaciones crénicas macrovasculares y
posteriormente microvasculares, patologias que disminu-
yen la expectativa de vida de estos enfermos.

Complicaciones cronicas de diabetes mellitus
tipo 1 (DM1) y tipo 2 (DM2)

Las complicaciones de la DM1 y DM2 son bdsicamente
las mismas. En ambas patologias las mds frecuentes son
las microangiopdticas: ND, retinopatia y neuropatia dia-
bética, y macroangiopdticas, que son la ECV, vascular en-
cefdlica y vascular periférica.

La ND es la complicacién microangiopdtica mds frecuente



de la DM, presentdndose en el 20-40% de los pacientes
luego de 10 afios de evolucion natural. A pesar de los trata-
mientos actuales, el 20% de los DM2 y el 50% de los DM1
con ND desarrollan insuficiencia renal (IR)?. Por otra par-
te, los diabéticos nefrépatas presentan una frecuencia 8 a
15 veces mayor de ECV y mortalidad cardiovascular 37
veces superior a la de la poblacidén general®.

En ambos tipos de diabetes la prevalencia y gravedad de la
ECV es significativamente mayor que en los no diabéticos.
En los ultimos 40 afios la mortalidad coronaria ha dismi-
nuido en la poblacidon general, pero no en los diabéticos®.
La enfermedad coronaria es la principal causa de muerte
tanto en DM1 como en DM2, siendo la hiperglicemia di-
rectamente un factor de riesgo de mortalidad.

La frecuencia de enfermedad coronaria en los diabéticos
estd directamente relacionada con la prevalencia de la en-
fermedad en la poblacidn general, alta en algunas etnias y
baja en otras (Japon y China), lo que pone de manifiesto
su base genética. La influencia ambiental se manifiesta
cuando en individuos de bajo riesgo aumenta la frecuen-
cia de la enfermedad al ser trasladados a lugares de alta
prevalencia.

El factor genético en la etiopatogenia de la
DM tipo 2

En el desarrollo de la DM2 es necesaria la participacién
de factores genéticos y ambientales, tales como la obesi-
dad, la obesidad androide y el sedentarismo que determi-
nan alteraciones en la secrecion de insulina al estimulo
con glucosa y en la accién de la hormona en los tejidos
periféricos.

En estudios de agregacion familiar se ha encontrado un
10-30% de DM en los familiares de los pacientes diabé-
ticos, y cifras de 1-6% en los parientes de los sujetos sin
esta patologia®. La historia familiar es un factor de riesgo
independiente para las enfermedades crénicas, incluyendo
la DM2. En EE.UU. el 88-95% de los adultos diabéticos
tiene algin pariente de primer grado con DM2, cifra que
baja al 70-77% en los familiares de segundo grado’. Se
ha encontrado que el tener diabetes en la familia permi-
te identificar personas con diabetes no diagnosticada, con
mayor sensibilidad que la obesidad?.

En gemelos monocigdticos hay una concordancia de DM2
de 70% y de 37% en mellizos dicigéticos’. En los paises
desarrollados, con factores ambientales que favorecen la
DM, la concordancia en los gemelos puede llegar al 100%,
lo que pone de manifiesto la importancia primaria de la
susceptibilidad genética a la enfermedad.

La DM2 presenta una gran variabilidad étnica, en 1998 en
EE.UU., la enfermedad se presentaba con una prevalencia
de 10,8% en los blancos no hispdnicos y 64,6% en los
indios Pima de Arizona'®. Las poblaciones asidticas y los
grupos indigenas de América tienen una baja prevalencia

de DM2. En los ultimos 20 afios, en nuestro pafs, la preva-
lencia de DM2 ha aumentado en aimaras y en mapuches,
alcanzando cifras de 1,5% y 3,7% respectivamente, man-
teniéndose dentro de las cifras mds bajas de los registros
internacionales'" 2.

Aunque en la etiopatogenia de la DM?2 el factor genético
es importante, no se conocen aun los genes que estdn in-
volucrados y los hallazgos hasta ahora apuntan a que su
genética es muy compleja.

La DM2 parece deberse a miiltiples genes, de los cuales
cada uno por si mismo sélo tiene un impacto menor'®. Se
han postulado diversos genes candidatos, los cuales han
sido dificiles de confirmar, en parte por el sesgo en la se-
leccion y tamaifio de la poblacién analizada y las variacio-
nes étnicas. Ademds, es probable que lo que en conjunto
se denomina o que arbitrariamente se define como DM2,
corresponda a diversas patologias sobrepuestas con una
sintomatologia comun.

Las estrategias tradicionales para el estudio genético se
basan en establecer una asociacion entre el gen candidato
y un fenotipo dado, de un seguimiento de familias, melli-
zos y hermanos o de casos/controles pareados afectados
por la patologia. Estos andlisis han permitido establecer
que la DM tiene una asociacion familiar y alteraciones en
los genes que codifican para determinados antigenos HLA.
En DM?2 los resultados han sido mucho mds controverti-
dos. Mds atin, los estudios en general analizan sélo regio-
nes codificantes, obviando la participacion de secuencias
regulatorias, tanto de regiones promotoras como de se-
cuencias involucradas en el procesamiento del pre-mRNA
eucariotico (“splicing”), las cuales también podrian jugar
un papel importante.

El factor genético en las complicaciones cré-
nicas de la DM

Los factores que participan en la etiologia de la DM2 son
diferentes a los que conducen a las complicaciones cro-
nicas. No todos los pacientes diabéticos presentan com-
plicaciones, ni con la misma severidad, por lo que se ha
sugerido que existirfan variantes genéticas que explicarian
estas diferencias. La ND es altamente heredable en algu-
nas familias y ciertas etnias'4, sugiriendo que los genes de
susceptibilidad de dafio renal son diferentes a los factores
genéticos que causan la DM2 . Los estudios prospectivos
sugieren que la hiperglicemia y la hipertension son fac-
tores importantes, pero no suficientes para el desarrollo
de las complicaciones crénicas, siendo necesaria la sus-
ceptibilidad genética. También estarfa determinada gené-
ticamente la progresion de ND a IR, dado que no todos
los nefrépatas evolucionan a IR y, ademds, la respuesta
al tratamiento con ARA II o con IECA es variable en los
distintos individuos; en algunos casos estos fairmacos son
capaces de retardar o incluso detener la progresion de la
enfermedad, pero en ninguno de ellos se logra su norma-
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lizacion'®.

Es probable que el riesgo de nefropatia diabética se deba
a los alelos heredados de riesgo en los loci de susceptibi-
lidad que se ponen de manifiesto frente a la hiperglicemia,
cuyo andlisis en el futuro permitird disefiar nuevas tera-
pias que retarden o detengan el desarrollo de IR.

Es evidente que si se puede identificar a las personas dia-
béticas con probabilidad de desarrollar dafio renal y/o co-
ronario y tomar medidas para prevenirlas, se obtendrd una
mejor calidad de vida de los pacientes y una disminucién
considerable de los costos en salud (Figura 1). A su vez,
serd posible evitar tratamientos innecesarios en los indi-
viduos que tienen diabetes, pero con poco o ningun riesgo
de ND. Esta es una perspectiva futura promisoria, y la ND
podria ser pionera en la aplicacion de la medicina perso-
nalizada'’.

Investigacion genética en DM

Las nuevas tecnologias son una extension del andlisis de
asociacién a nivel de genomas completos 0 GWA. Estas
presentan la ventaja de que se realizan sin sesgo, pues no
parten de la premisa de que el gen en estudio tiene (o no)
una relacién con la patologia, sino que corresponden al
tamizado de miles de variantes genéticas de la secuencia
completa del genoma humano. Este tipo de estudios se basa
en el desarrollo de plataformas de secuenciacion automati-
zada, la disponibilidad de bases de datos de polimorfismos
de un solo nucledtido o SNPs y haplotipos (combinaciones
de SNPs), las nuevas herramientas de andlisis estadistico
y la posibilidad de formar grandes cohortes con miles de
individuos'®. Los SNPs son las variaciones genéticas mds
frecuentes en el genoma humano, pues se conocen ya mads
de 1.000.000 de SNPs diferentes, los que contribuyen en
forma importante a las diferencias fenotipicas entre indi-
viduos'®.

Los barridos gendmicos GWA comparan genotipos entre
casos y controles con el objeto de identificar genes de
susceptibilidad que presenten mayor frecuencia en los pa-
cientes. A la fecha se han realizado varias investigaciones
de tipo GWA en DM1 y DM2, lo cual permite la integra-
cion y comparacién de datos'®?!. Los andlisis de GWA en
DM1 han confirmado que los genes mds importantes en su
etiologia son el gen que codifica para el locus IDDM2, as{
como el gen IDDM1 del complejo HLA'. Nuevas regio-
nes ligadas a DM1, de acuerdo a estudios GWA, son genes
de la regién 2q31-q33 como IDDM7 e IDDM12, asi como
otras 6 regiones cromosémicas'.

En DM2 las investigaciones cldsicas de asociacién han
identificado genes relacionados con la secrecién de insuli-
na (IRS-2 y CAPNI10) y la resistencia a insulina (IRS-1y
PPAR). Los estudios GWA han confirmado la importancia
de los genes ya descritos, pero ninguno conlleva un factor
de riesgo alto y tampoco se repiten en todas las poblacio-
nes estudiadas. Estos resultados nuevamente sugieren que

ain quedan genes de susceptibilidad a DM2 por descu-
brir?02!,

Un andlisis de mds de 116.000 SNPs en mexicanos ameri-
canos encontrg asociacion con variantes en genes ya cono-
cidos, con variantes en intrones o regiones no codificantes
y también genes que no se habfan relacionado con DM2, lo
cual confirma la capacidad de los andlisis GWA de aportar
nuevos loci para el estudio de esta enfermedad (13 SNPs
asociados a DM2)%,

El estudio del Wellcome Trust Case Control Consortium
(WTCCC) de 50 laboratorios britdnicos en relacion al
riesgo genético de 7 enfermedades crdnicas, entre ellas
la DM1 y la DM2, analiz6 500.000 marcadores genéticos
en 14.000 pacientes y 3.000 controles?'. En DM2 se con-
firmé la contribucion de variantes de los genes PPARG,
KCNIJ11 (“the inwardly-rectifying Kir6.2 component
of the pancreatic beta-cell KATP channel”), y TCF7L2
(“transcription factor7-like 2”). Se descubrieron 2 loci
nuevos correspondientes al gen FTO (“Fat-mass and obe-
sity-associated”) y a SNPs del intron 5 del gen CDKAL1
(“CDKS5 regulatory subunit-associated proteinl-likel”) de
funcién desconocida. También se encontraron 3 loci nue-
vos asociados a DM1 2.

Investigacion genética en ND y ECV

El andlisis genético tradicional no ha identificado genes
relacionados con ND. Se ha descrito que la nefrina, una
proteina fundamental del diafragma de filtracién, se en-
cuentra disminuida en la ND?*%, Esta proteina fue descu-
bierta en 1999 porque sus mutaciones producen el sindro-
me nefrético congénito finlandés?*. Se han descrito mds de
100 SNPs en el gen que codifica para esta proteina, y no
estd claro si alguna de estas variantes genéticas se relacio-
na con la ND. Daimon y cols.?® describieron que un SNP
en el promotor del gen de la nefrina tiene relacién con la
intolerancia a la glucosa, aunque no con ND.

(Cémo saber si alguno de estos SNPs tiene importancia
en esta enfermedad? Una estrategia consiste en realizar un
andlisis bioinformdtico de los SNPs descritos en el gen de
interés descartando los de bajo o nulo riesgo e identifican-
do SNPs que potencialmente podrian ser de riesgo, pues
producirian una proteina alterada que seria fundamental
en la etiologia de la patologia. Sin embargo, es importante
verificar hasta donde sea posible si el SNP sugerido como
de riesgo, genera un producto alterado o causa un efecto
in vivo. Por ejemplo, el andlisis informdtico del SNP in-
trénico rs#466452 del gen de la nefrina sugerfa un cambio
en el procesamiento del transcrito, dado que afectaria un
putativo sitio de regulacién®. Sin embargo, su andlisis en
230 individuos chilenos indicé que este SNP se encuentra
con igual frecuencia en pacientes diabéticos y controles
sanos, y no tendrfa relacién con el desarrollo ni la progre-
sién de ND en pacientes diabéticos tipo 1 o tipo 2 ¥. Mds
aun, el anadlisis directo del mRNA de nefrina aislado de



una biopsia renal obtenida de un paciente que presentaba
la variante genética del SNP rs#466452, indic6 que el pro-
cesamiento de dicho transcrito era normal®’.

Los pacientes con ND presentan mayor riesgo de ECV,
sin embargo, no se conocen los mecanismos que expli-
quen esta relacion. Se ha descrito que la insulina regula
la transcripcion de algunos genes (incluyendo su propia
expresién), a través de su interaccién con elementos regu-
latorios presentes en el promotor denominados elementos
GAGA?®. Una hipétesis interesante es analizar el nivel de
expresion de genes regulados por insulina y relacionados
ya sea con ND y/o ECV, el que pudiera estar alterado por
la presencia de SNPs en dichos elementos. Un andlisis
bioinformdtico del promotor del gen de nefrina detectd la
presencia de estos elementos GAGA, sin embargo, un es-
tudio piloto en pacientes diabéticos con y sin ND y ECV
no detectd alteraciones en estos elementos regulatorios®.

A diferencia de los estudios “gen a gen”, los andlisis de
GWA han logrado resultados promisorios. En 2007 se pu-
blicaron los primeros resultados del proyecto FIND (“Fa-
mily Investigation of Nephropathy and Diabetes”) que
comparan cientos de parejas de hermanos diabéticos con y
sin ND de diversos grupos étnicos. Se detectd asociacion
de las regiones cromosémicas 7q21.3, 10p15.3, 14q23.1y
18q22.3 con ND y 2ql4.1, 7q21.1 y 15q26.3 con albumi-
nuria®*. Una segunda publicacién de FIND, en la cual se
analizan 882 parejas de hermanos diabéticos revela una
fuerte asociacidén entre filtracién glomerular y los cromo-
somas 1q43, 7q36.1, 8q13.3 y 18q23.3. Ademds en fami-
lias mexicanas-americanas se encontré asociacién con el
cromosoma 2p13.3 3.

Nuevo nivel de regulacion de la expresion gé-
nica: microRNA

Una clase importante de elementos reguladores de la ex-
presion génica son los microRNAs (miRNAs), pequeiias
cadenas de dcido ribonucleico de 20 a 27 nucleétidos, que
modulan miltiples actividades bioldgicas (Figura 2). Con-
siderados inicialmente como curiosidades en el desarro-
1lo de un nematodo modelo, en el afio 2001 se confirmd
su existencia en vertebrados y actualmente han emergido
como un nivel de control de genes esencial en todos los
genomas de animales y plantas®>. Se ha demostrado que
estos miRNAs inhiben la expresién de miiltiples genes re-
guladores del desarrollo y proliferacion® y serian impor-
tantes en la patogenia y potencialmente una herramienta
de diagndstico de muchas enfermedades. Cada miRNA
puede inhibir la expresiéon de unos pocos a mds de 800
genes®, con un promedio de 200 transcritos®, por lo cual
estos pequeiios RNA resultan ser reguladores maestros de
procesos bioldgicos, modulando la expresién de conjun-
tos de genes relacionados®. Actualmente, se conocen mds
de 300 miRNAs humanos distintos, tales como miR-124,
miR-let7b, entre otros, los cuales en su conjunto regulan
alrededor de 20.000 genes en nuestro genoma. Sin embar-

go, aldn son muy pocos los genes blanco identificados y
validados experimentalmente para cada uno de ellos®>. A
su vez, un mismo gen puede ser regulado por mds de un
miRNA3.

MicroRNAs y DM2

En 2004 se identificaron miRNAs especificos de pdncreas
en células de islotes de ratén y de lineas celulares beta y
alfa*. El microRNA mds abundante encontrado en pdn-
creas se denomina miR-375 y su sobre-expresion inhibe la
secrecion de insulina mediada por glucosa; la disminucion
de miR-375 aumenta la secrecién de insulina. El mecanis-
mo de accién propuesto es coherente con un efecto a nivel
de exocitosis de insulina. Mediante andlisis bioinformati-
co se propuso que el mRNA de miotrofina (Mtpn) podria
ser un blanco de miR-375%. Los resultados experimentales
validan a Mtpn como blanco de este miRNA. La miotro-
fina serfa importante en las etapas finales de la exocitosis
de la insulina y el miR-375 (u otros miRNAs) podria ser
utilizado para el desarrollo de terapias para DM2%*. Otro
transcrito blanco de miR-375 es el receptor 2 de adiponec-
tina®, lo cual sugiere interesantes conexiones metabdli-
cas, puesto que podria actuar también a nivel de la accién
de la insulina (Figura 3).

MicroRNAs y ND

En 2007 se demuestra la participacién de un miRNA en la
compleja regulacién de un gen relacionado con ND. Este
miR-192 se expresa exclusivamente en rifiéon. Uno de los
blancos de miR-192 es el transcrito de SIP1, una proteina
que interactia con un factor de transduccién de sefiales.
Al unirse a su blanco, miR-192 inhibe la traduccion de
SIP1, que a su vez reprime el gen que codifica la proteina
de coldgeno 1a2. SIP1 ejerce su accion biolégica median-
te su unién a un elemento regulatorio del promotor del
gen de coldgeno 102 (E-box)¥. De este modo miR-192
regula en forma indirecta la sintesis de coldgeno 102, una
proteina de la matriz extracelular que estd aumentada en
ND. La expresion de coldgeno 102 no sélo es regulada por
SIP1, sino que también por la proteina represora SEF1,
que también se une a los mismos elementos de tipo E-box.
Una observacién interesante es que miR-192 actia como
inhibidor en forma sinérgica con 8EFI, lo cual indica que
los miRNA no sélo interactian con dcidos nucleicos, sino
que también existen interacciones entre microRNA y pro-
teinas®’.

MicroRNAs y enfermedad coronaria

La mayoria de las funciones de Angiotensina II (Ang II)
son mediadas por ATIR, su receptor, una proteina G que
gatilla diversas vias de transduccidn de sefiales. Se habia
descrito que el polimorfismo +1166 A/C en la regién 3’
no traducida tenfa relacién con hipertensién®. Un hallaz-
go reciente demuestra que la region 3’ es complementaria
al miRNA-155, indicando que AT1R es uno de sus genes
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blanco. La presencia de un polimorfismo en esta secuencia
modula la efectividad bioldgica de la represién ejercida
por miR-155, afectando de este modo el nimero de recep-
tores AT1R presentes en la célula, y por ende la respuesta
fisioldgica de Ang II*°.

Proyecciones futuras

Los estudios de tipo GWA confirman que la base genética
de la DM2 y de sus complicaciones corresponde a la parti-
cipacion de miultiples genes. Su mayor aporte consiste en
revelar la contribucidn de diversas regiones cromosdmicas
y nuevas secuencias relevantes. Una vez identificados los
genes localizados en estas regiones, es posible investigar
su participacién en la etiopatogenia de la DM tipo 2 y
de sus complicaciones. El estudio de los microRNA per-
mitié descubrir su capacidad de regular la expresion de
sus genes blanco, pero ademds de interactuar entre ellos
o con proteinas regulatorias. Este nuevo escenario revela
la infinita complejidad de las redes de regulacién de la
expresion génica en la célula.

(De qué manera se podrian aplicar estos nuevos conoci-

mientos a la clinica? En 2005 se publicé un andlisis sis-
temdtico de perfiles de expresion de todos los miRNAs
conocidos en colecciones de tejidos tumorales y lineas
celulares representantes de multiples tipos de tumores*.
Para su sorpresa, los autores encontraron que los miRNas
presentaban perfiles de expresidon diferenciales segun el
tipo de cdncer. Mds aun, se observé un agrupamiento je-
rarquico segun el origen y linaje celular de los tejidos.
Este ordenamiento fue mucho mds claro que el andlisis de
perfiles de expresion de genes que codifican para protei-
nas. Los resultados reportados en este trabajo sugieren que
una disminucién en la expresidn de ciertos miRNAs podria
contribuir en forma causal en la generacion o mantencién
de procesos oncogénicos y a su vez surge la posibilidad
de utilizar un pequefio nimero de miRNAs como potentes
instrumentos de clasificacién y diagndstico*’. Es posible
que en un futuro cercano, un andlisis similar de la diabetes
permita visualizar no sélo un nuevo nivel de comprensién
de las bases genéticas de esta compleja enfermedad cré-
nica, sino que el surgimiento de nuevas herramientas de
diagndstico y estrategias terapéuticas.
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Figura 1. Medicina personalizada en la Nefropatia Diabética.

Adaptado de Susztak y Bottinger!’



4
s i . DICER Duplex de
Pri-microRN; RNAs
( i pequeios
rermer——
——mearmrean

— Complejo
RISC_ RISC unido
- amicroRNA

Pre-microRNA

i

Unién de micro
RNA amRNA
blanco

Figura 2. Sintesis de miRNA

Los miRNAs son codificados por genes que se transcriben generando un RNA precursor primario (pri-miRNA) capaz de plegarse
sobre si mismo. Los pri-miRNAs se procesan a pre-miRNA, los cuales mediante cortes con enzimas especificas (DICER) forman los
miRNAs maduros, que ejercen su funcién regulatoria a nivel post-transcripcional. Los miRNA se unen por complementariedad
de bases a mRNAs especificos (secuencias blanco de 6-8 nucleétidos) con la ayuda de complejos proteicos (RISC) y catalizan su
degradacion o inhiben su traduccion. [Adaptado de Gauthier, y Wollheim33].
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Figura 3. Regulacion del mRNA de miotrofina (Mtpn) por miRNA-375

A. La exocitosis de insulina requiere de la accion de la miotrofina, cuya traduccion es inhibida por miRNA-375.

B. La region 3’ no traducida del mRNA de Mtpn correspondiente presenta un sitio Unico de unién de miRNA-375 por
complementariedad de bases perfecta a una secuencia de 7 nucledtidos CUUGUUU y una regién de complementariedad

imperfecta. [Adaptado de Poy et al.>®].
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