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La diabetes mellitus no dependiente de insulina (DMNID) es la forma

mas comln de diabetes que afecta aproximadamente al 5% de la poblacion
general. En México su prevalencia es cercana al 8 %. Los factores
geneticos juegan un papel importante en el desarrolio de la enfermedad.
Mientras que en otras poblaciones ia DMNID se diagnostica frecuentemente
después de la quinta o sexta década de vida, en México una proporcion
grande de pacientes desarrollan la enfermedad a una edad temprana (entre
la tercera y cuarta década). En poblacion caucasica se han identificado
mutaciones en el gen de la glucocinasa, en los genes TCF1, TCF14 y en el
gen IPF1 en un subgrupo de DMNID denominado MODY (maturity onset
diabetes of the young), el cual muestra un tipo de herencia autosémico
dominante. Como primera etapa de la caracterizacion molecular de las
familias mexicanas que presentan DMNID de aparicién temprana se
buscaron mutaciones en el gen de la glucocinasa a través de analisis de
SSCP yl/o secuenciacion directa en 24 individuos de 24 familias
independientes, en donde al menos 4 pueden clasificarse comoc MODY. No
se detectaron mutaciones en ios exones ni en la regiones intrén-exon del
gen en ninguno de los individuos analizados, 10 que sugiere que en
poblacidn mexicana el gen de la enzima glucocinasa no se encuentra
asociado a esta enfermedad.
Et fenotipo y el perfil clinico de algunos de los pacientes estudiados es
compatible con el reportado para los pacientes portadores de mutaciones en
los gene TCF1, TCF14 y en el gen IPF1, mientras que otros pudieran tener
mutaciones en otros loci. Debido a la heterogeneidad genética de MODY,
esta entidad representa un modelo atractivo para la busqueda e
identificacidn de genes involucrados en la etiopatologia en la DMNID.



ABSTRACT

Non-insulin dependent diabetes mellitus (NIDDM) is the most common
form of diabetes affecting 5% of the general population. Genetic factors play
an important role in the development of the disease. In Mexico it prevaience
reaches 8%. While in other populations NIDDM is usually diagnosed after
the fifth decade of life, in Mexico a large proportion of patients develop the
disease at an early age (between the third and fourth decade). In Caucasian
population mutations in the glucokinase, the TCF1, TCF14 and IPF1 genes
have been identified in a subgroup of early onset NIDDM patients
denominated MODY (maturity onset diabetes of the young), which show an
autosomal dominant pattern of inheritance.

As as the first step in the molecular characterization of Mexican families
displaying early onset NIDDM mutations in the glucokinase gene have been
searched through SSCP analysis and/or direct sequencing in 24 individuals
from 24 independent families, where at last 4 can be classified as MODY.
No mutations were detected in the exons or the intron-exon boundaries of
the gene in any of the screened individuals; this suggest that in Mexican
population the glucokinase gene is not associated with this disease.

The phenotype and clinical profile of some of the studied patients is
compatible with that of patients carrying mutations in the TCF1, TCF14 or
IPF1 genes, while others may carry mutations in different loci.

Due to the genetic heterogeneity of MODY, it represents an atractive model
to identify new genes involved in the development of NIDDM.




RESUMEN

La diabetes mellitus no dependiente de insulina (DMNID) es la forma mas comun

de diabetes que afecta aproximadamente al 5% de la poblacién general. En México su
prevalencia es cercana al 8 %. Los factores genéticos juegan un pape! importante en el
desarrollo de la enfermedad. Mientras Que en otras poblaciones la DMNID se
diagnostica frecuentemente después de la quinta o sexta década de vida, en México
una proporcidn grande de pacientes desarrollan la enfermedad a una edad temprana
(entre la tercera y cuarta década). En poblacion caucdsica se han identificado
mutaciones en el gen de la glucocinasa, en los genes TCF1, TCF14 y en el gen IPF1
en un subgrupo de DMNID denominadc MODY {maturity onset diabetes of the young),
el cual muestra un tipo de herencia autosémico dominante. Como primera etapa de la
caracterizacion molecutar de las familias mexicanas que presentan DMNID de
aparicion temprana se buscaron mutaciones en el gen de la glucccinasa a través de
analisis de SSCP y/o secuenciacion directa en 24 individuos de 24 familias
independientes, en donde al menos 4 pueden clasificarse como MODY. No se
detectaron mutaciones en los exones ni en la regiones intrén-exon del gen en ninguno
de los individuos analizados, lo que sugiere que en poblacién mexicana el gen de la
enzima glucocinasa no se encuentra asociado a esta enfermedad.
El fenotipo y el perfil clinico de algunos de los pacientes estudiados es compatible con
el reportado para los pacientes portadores de mutaciones en los gene TCF1, TCF14 y
en el gen IPF1, mientras que otros pudieran tener mutaciones en otros loci. Debido a la
heterogeneidad genética de MODY, esta entidad representa un modelo atractivo para
la busqueda e identificacién de genes involucrados en la etiopatologia en la DMNID.



ABSTRACT

Non-insulin dependent diabetes mellitus (NIDDM) is the most common form of
diabetes affecting 5% of the general population. Genetic factors play an important role
in the development of the disease. In Mexico it prevalence reaches 8%. While in other
populations NIDDM is usually diagnosed after the fifth decade of life, in Mexico a large
proportion of patients develop the disease at an early age (between the third and fourth
decade). In Caucasian population mutations in the glucokinase, the TCF1, TCF14 and
IPF1 genes have been identified in a subgroup of early onset NIDDM patients
denominated MODY (maturity onset diabstes of the young), which show an autosomal
dominant pattern of inheritance.

As as the first step in the molecutar characterization of Mexican families displaying early
onset NIDDM mutations in the glucokinase gene have been searched through SSCP
analysis and/or direct sequencing in 24 individuals from 24 independent families, where
at last 4 can be classified as MODY. No mutations were detected in the exons or the
intron-exon boundaries of the gene in any of the screened individuals; this suggest that
in Mexican population the glucokinase gene is not associated with this disease.

The phenotype and clinical profile of some of the studied patients is compatible with
that of patients carrying mutations in the TCF1, TCF14 or IPF1 genes, while others may
carry mutations in different loci.

Due to the genetic heterogeneity of MODY, it represents an atractive model to identify
new genes involved in the development of NIDDM.



INTRODUCCION

A. DEFINICION.

El nombre de diabetes mellitus se deriva de las palabras griegas que significan
sifon y se refieren al hecho que los pacientes presentan poliuria y glucosuria,
Este es un sindrome heterogéneo que se caracteriza por hiperglicemia y una
predisposicién a las complicaciones crénicas como son retinopatia, neuropatia,
nefropatia y enfermedad macrovascular. Existe un deseo de clasificar las
formas de diabetes en funcién de definir subpoblaciones que sean mas
homogéneas con respecto a algunos aspectos de la enfermedad en lugar de
basar la clasificacion en la etiologia. Ya que la causa precisa de la diabetes se
desconace en la mayoria de los pacientes, es imposible disedar dicha
clasificacion. Alternativamente, un esquema de clasificacion debe ser disefiado
para definir subgrupos que tienen prondsticos e historia natural similares o
para quienes requieren terapias similares. En 1979 se desarrolid un esquema
de clasificacion, el cual es un hibrido (Conn y Fajans, NDDG -National Diabetes
Data Group- y OMS-Organizacién Mundial de la Salud-); que se basa en ef tipo de
tratamiento requerido por los pacientes o en el curso clinico de la enfermedad.
En este afo (Julio de 1997) el Comité de expertos en el Diagnéstico y
Clasificacion de Ia Diabetes Mellitus de la Asociacién Americana de Diabetes
reportd el nuevo esquema de clasificacion ¥ principalmente trata de describir y
definir la diabetes como se conoce actualments, refleja Ia etiologia ylo la
patogénesis de ia enfermedad, y provee una guia para el diagnéstico de la
enfermedad, ademas recomienda los analisis que pudieran ayudar a reducir la
morbilidad y mortalidad asociadas a la diabetes y revisa el diagnéstico de la
diabetes gestacional.

B. CRITERIOS PARA DIAGNOSTICAR LA DIABETES MELLITUS
1997.

1.- Sintomas de diabetes mas glucosa plasmatica causal o superior a 200
mg/dl (11.1 mmol/t). Por casual se define como cualquier hora del dia sin
importar el lapso entre la Gltima comida. Los sintomas cldsicos de diabetes
incluyen poliuria, polidipsia y pérdida inexplicada de peso.

2.- Glucosa plasmatica en ayunas igual o superior a 126 mg/d! (7.0 mmolA).
Ayuno define como no alimento por al menos las Gitimas 8 horas.



3.- Dos I_10ras postpandrial igual o superior a 200 mg/d! durante una prueba de
tolerancia oral a la glucosa (CTGVO) tal como la ha descrito la OMS, usando
una carga de glucosa con el equivalente de Ia glucosa anhidra disuelta en
agua.

En ausencia de sintomas inequivocos de hiperglicemia con descompensacién
aguda metabélica, estos criterios deben ser confirmados repitiendo la prueba
en un dia diferente. Una tercera medicién de CTGVO no se recomienda como
rutina para uso clinico.

Diabetes Mellitus Gestacional. Se define como cualquier grado de intolerancia
a la glucosa con inicio o primer reconocimiento durante el embarazo. La
definicién se aplica sin tomar en cuenta si se utiliza como tratamiento insulina
0 solamente modificacién de la dieta, o si la condicion persiste después del
embarazo. No excluye la posibilidad de que la intolerancia a la glucosa
existiera antes o se iniciara concomitantemente con el embarazo (Metzger BE,
1991).

ESCRUTINIO DE DIABETES GESTACIONAL

GLUCOSAEN CARGA DE 50g CARGA DE 100g
AYUNAS ESCUTRINIO PRUEBA
DIAGNOSTICA
AYUNAS — 105mag/di
1 hora 140 mg/d 190 mg/d!
2 horas -— 185 mg/d|
3 horas -—-- 145 mg/di

{The Expert Commitee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Melfitus.
Report of the Expert Committee on the Diagnosis and Classification, 1997)

Intolerancia a la glucosa (1G). El grupo de NDDG recomienda que la categoria
de intolerancia a la glucosa se debe establecer para individuos que tienen
niveles de glucosa plasmatica en ayunas y de tolerancia a la glucosa que
estan entre los valores normales y diabéticos. En algunos sujetos la
intolerancia a la glucosa puede representar una etapa en la historia natural de
la DMDI (Fajans, 1978; Srikanta S 1985} y mucho mé&s frecuentemente de la
DMNID (Fajans, 1978;Haris, 1985;Stem MP, 1988) como se ha reportado en
estudios prospectivos. En dichos pacientes, la conversion de IG a DMNID y
particularmente a DMNID con hiperglicemia en ayunas, toma afos o décadas;
se ha encontrado que dicha conversidn ocurre en el 10% al 50% de los
pacientes con IG que han sido seguidos por un periodo de 10 afos. Para
evitar el estigma psicoldgico y socioecondmico de un diagndstico de diabetes



en dichos individuos se ha establecido la categoria de intolerancia a la glucosa
(IG). Aunque las complicaciones renales y retinianas de la diabetes
{microangiopatia) no existen o son muy raras en pacientes con G, muchos
estudios han demostrado en dichos grupos un incremento en la proporcion de
muertes y en la prevalencia de enfermedad arterial, anormalidades
electrocardiogréficas, o susceptibiiidad incrementada a la enfermedad
arterioesclerdtica asociada con otros factores de riesgo conocidos incluyendo
hipertensién, hiperiipidemia y adiposidad. Entonces la intolerancia a la
glucosa, particularmente en los individuos sanos y ambulatorios con menos de
50 afios pueden tener implicaciones prondsticas y no deben ser ignoradas o
tomadas a la ligera. La intolerancia a la glucosa esta asociada también con
numerosos sindromes genéticos.

C. NUEVA CLASIFICACION DE LA DIABETES (ADA).

En 1979 “The National Diabetes Data Group” publico el esquema de
clasificacion y diagnéstico utilizado hasta 1997, y debido al mejor conocimiento
de |a eticlogia y patogénesis de la diabetes surgié la necesidad de desarrollar
una clasificacién con terminologia apropiada, uniforme y funcional que reflejara
el conocimiento actual de ésta enfermedad, fue asi como en Julio de 1997, el
Grupo de Consenso de la Asociacién Norteamericana de Diabetes (ADA),
publico en la revista Diabetes Care los nuevos criterios diagndsticos y la
reclasificacion de los principales tipos de diabetes, los cuales se muestran &
continuacion, en ellos se define y describe a la diabetes como se conoce
actualmente; este esquema de clasificacion refleja la etiologia y/o patogénesis
de ta enfermedad:

Grupo |. Diabetes tipo 1

Destruccion de células beta pancreéticas, generalmente con ausencia absoluta
de insulina:

A. Mediada por autoinmunidad.

B. Idiopatica.

Grupo Il. Diabetes tipo 2
Varia entre predominantemente con resistencia a la insulina con deficiencia
relativa en ta secrecion o a la inversa.

Grupo lil. Otros tipo de diabetes,

A. Defectos genéticos sobre la funcién de las células p.

1.- Cromosoma 12, factor hepatico nuctear (HNF)1a (Anteriormente MODY3)
2.- Cromosoma 7, defecto en glucocinasa (Anteriormente MODY2).

3.- Cromosoma 20, factor hepatico nuclear (HNF)4a (Anteriormente MODY1).
4. - Mutaciones de DNA mitocondrial.



5.- Otras.
B. Defectos genéticos en la accién de Ja insulina.
1.- Resistencia a la insulina tipo A.

2.- Lepreuchanismo.

3.- Sindrome de Rabson-Mendehall

4.- Diabetes lipoatréfica

5.- Otras.

D. Asociada a endocrinopatias (Nota diferenciar si ya tenia o no previamente
diabetes)

1.- Acromegalia.

2.- Sindrome de Cushing

3.- Glucoganoma,

4.- Feoccromocitoma.,

5.- Hipertircidismo.

6.- Somatostinoma.

7.- Aldosteronoma.

8.- Otros.

E.- Mediada por drogas o toxicos.

1.- Vacor.

2.- Pentamidina.

3.- Acido nicotinico.

4.- Glucocorticoides.

5.- Hormonas tiroideas.

6.~ Diazoxido.

7.- Agonistas B adrenérgicos.

8.- Tiazidas.

9.- Dilantina (Difenilhidantoina)

10.- o Interferon

11.- Otras.

Nota: No sefiala L-asparaginasa.

F.- Infecciones.

1.- §. Rubeola congénita.

2.- Citomegalovirus.

3.- Otras.

G. Formas poco frecuentes de autoinmunidad.
1.- 3. del “*hombre rigido”.

2 - Anticuerpos versus receptor de insulina.

3.- Otras,

H. Otros sindromes genéticos algunas veces asociados a diabetes.
1.- Down.

2.- Klinefelter.

3.-Turner.

4.- Wolfram.

5.- Ataxia de Friederich.

6.- Corea de Huntington.



7.- Lawrence Moon Biedl
8.- Distrofia miotonica.
9.- Porfiria.

10.- Prader-Willi.

11.- Otras.

Grupo V.- Diabetes gestacional

Para fines de su estudio genético la diabetes mellitus puede clasificarse en
Diabetes mellitus no dependiente de insutina (DMNID) o tipo Il y Diabetes
mellitus dependiente de insulina (DMID) o tipo .

D. INSULINA.

La insulina es fa hormona predominante en la regulacién de el metabolismo de
la glucosa, se secreta en las células beta de los islotes pancreéticos. De
acuerdo con el papel central de la insulina en la regulacién metabélica, existen
muchos factores que regulan la funcion de la célula beta, entre los cuales se
incluyen a la glucosa y a los aminodcidos (Yalow RS, 1960a;Yalow RS,
1960b,Fajans 58, 1967;Fajans 58,1972;Eirick D, 1964;Porte D Jr, 1969, Seltzer HS,
1967,Porte D Jr,1970:Floyd JC Jr, 1968), las hormonas como la epinefrina y el
glucagon (Fajans SS, 1967; Robertson RP,1973:Samols E,1965:Parte D Jr,
1966,Porte D Jr, 1967), los neurotransmisores como la acetilcoling y la
norepinefrina (Fajans SS, 1972, Porte D Jr, 1970;Porte D Jr, 1966;Kajinuma H,
1968; Kaneto A, 1968) y los agentes paracrinos como |a somatostatina {Samols
E, 1976, Zyznar ES, 1981,Kawai K, 7982). Algunos de los factores anterio
estimulan la secrecion de insulina (glucosa, aminodcidos, gfucagon,
acetilcolina y agentes beta-adrenérgicos), otros ejercen una accién inhibitoria
{somatostatina y agentes alfa-adrenérgicos). La funcién de la célula beta
pancreatica es integrar todas estas vias reguladoras en orden de secretar la
cantidad éptima de insulina para las necesidades metabélicas del organismo.

Cuando se inyecta intravenosamente un bolo de glucosa (como en el andlisis
de tolerancia a la glucosa intravenosa), la insulina se secreta con una cinética
bifasica (Porte D Jr, 1969; Seltzer HS, 1967, Porte D Jr, 1970;Porte D Jr,
1991;Gerich JE, 1976). La primera fase de la secrecion de la insulina es rapida
con un pico en los niveles plasmatices de insulina a los 3-5 minutos. Dentro de
los siguientes 10 min. de la administracion de glucosa, disminuye el primer
pico, ¥ se hace aparente la segunda fase de {a secrecion de insulina. La
segunda fase de la secrecion de insulina persiste tanto como la elevacion de la
glucosa plasmatica, o aproximadamente 1 hr después de un bolo intravenoso
de 20 g de glucosa. A un nivel dado de glucosa plasmatica puede haber un
mayor incremento en la secrecidn de insulina cuando la glucosa se administra
oralmente que cuando se administra intravenosamente, se cree que este



efecto es causado por la secrecidn de péptidos gastrointestinales gque actian
sobre la célula beta para potenciar la respuesta de glucosa (Fajans SS,
1972,Elrick D,1964). El péptido inhibidor gastrico es un ejemplo de este tipo de
actividad de incretina. Entonces tenemos que la glucosa es un secretagogo
que estimula directamente la secrecién de insulina. La medicion de insulina es
una medida del metabolismo de la célula beta pancrealica {Creutzfeldt W, 1985).

E. PEPTIDO C.

La molécula de insutina se deriva de la proinsulina, la cua! mediante un
rompimiento proteolitico forma insulina y péptide C. Ya que el péptido C es
empacado en los granulos secretores junto con la insulina, las dos moléculas
se pueden usar como un indice de la velocidad de secrecion de la insulina
(Chance RE, 1968;Steiner DF, 1969). Ademas el péptido C no se encuentra en
las preparaciones farmacéuticas modernas de insulina, y los niveles de péptido
C son dtiles como un indice en la secrecién endégena de insulina en los
pacientes diabéticos quienes estan siendo tratados con insulina (Polonsky KS,
1986a;Polonsky KS,1986b).

F. DIFICULTADES EN EL ESTUDIO DE LA DIABETES.

Existen muchos dificultades en el estudio de la genética de |1a diabetes entre
las cuales se incluye las diferencias en la definicién de lo que es un individuo
“afectado”, la modificacion de la expresion del genotipo diabético por factores
ambientales, y la variabilidad en la edad de presentacion de la enfermedad
(penetrancia incompleta, penetrancia dependiente de la edad).

a) Individuo afectado. Una de las causas mayores de confusion es la definicion
de o que es un individuo afectado. Algunos investigadores llaman a un
individuo afectado solo si elfella tiene sintomas clinicos de la enfermedad,
mientras que ofros aceptan como individuo afectado a aquél que tiene
intolerancia a la glucosa.

b) Variabilidad clinica. Otro problema con la definicion de un individuo afectado
es la marcada variabilidad clinica de la diabetes. La expresion fenotipica del
genotipo diabético puede estar modificada por una serie de factores
ambientales, entre los que se incluyen dieta, obesidad, infeccion y actividad
fisica, asi como sexo y paridad. Por ejemplo, un diabético no dependiente de
insulina obeso puede perder todos los signos de la enfermedad (clinicos y
bioquimicos), si su peso regresa a lo normal. Debido a la alta variabilidad en la
edad de aparicion de la enfermedad, en un tiempo dado solamente son
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reconocidos clinicamente una fraccion de los individuos que poseen el
genotipo diabético, lo que hace imposible decir en un momento dado, si un
individuo que no esta clinicamente afectado posee el genotipo diabético.
Entonces, se requieren estudios longitudinales para detectar los miembros de
las familias genéticamente afectados quienes eventualmente van a manifestar
el fenotipo diabético.

c) Prevalencia. La alta prevalencia de diabetes en la poblacion presenta
dificultades adicionales para el genetista. Ya que es dificil saber si un familiar
esta afectado porque tiene el mismo genotipo, porque ha compartido el mismo
ambiente, o porque tiene la probabilidad de tener !a enfermedad por causas
genéticas distintas por tratarse de una enfermedad tan comun.

d) Defecto basico. El impedimento mas importante para el andlisis genético ha
sido la falta de conocimiento del defecto basico de cada una de las causas gque
producen diabetes. Debido a ésta incapacidad no existe un método certero
para detectar de manera presintomatica todos los individuos con genotipos
que predisponen a la enfermedad. (Scriver CR, 1995)

G. EVIDENCIA DE HETEROGENEIDAD EN LA DIABETES.

Gracias a los estudios de agregacién familiar y con gemelos idénticos no hay
duda que existen factores genéticos involucrados en la etiologia de la
diabetes, aunque por muchos afios ha habido poco consenso sobre la
naturaleza de los factores genéticos involucrados. Durante este periodo {varias
décadas), se han propuesto todas las formas posibles de transmision genética
para la diabetes, e incluso a esta enfermedad la han Hamado la pesadilla de
los genetistas (Neel JV, 1965). Ahora sabemos que esta confusién se debe en
gran parte a la heterogenecidad de la diabetes (Rotter JI,1881; Rotter
J,1981,Creutzfeldt W, 1976,Fajans S,1982,Kobberling J,1982;Rotter Ji,1989a Rotter
J1,1984,;Freidman JM, 1980),

En 1966, la hipétesis de la heterogeneidad genética se propuso basada en
varias lineas de evidencia (Rimoin DL, 1967):
La evidencia indirecta incluye:

a) la existencia de distintas enfermedades genéticas raras
(aproximadamente 60) que tienen intolerancia a la glucosa o diabetes como
una de sus caracteristicas (Rofter J! 1981;Rimoin DL 1982); entonces cada una
de estas enfermedades genéticas son capaces de producir intolerancia a los
carbohidratos a través de diferentes mecanismos patologicos;

b} heterogeneidad genética en distintos modelos animales; estos estudios
no soélo documentan claramente la heterogeneidad genética para la
intolerancia a la glucosa en roedores (Coleman DL, 1982;Leiter EH, 1986; Jackson



R,1988), sino que también demuestran que la expresion fenotipica del gen
mutante esta influencida de gran manera por el genotipo total del animal; el
locus H2 (el HLA en el roedor) (Leiter EH, 1989} y el sexo parecen ser
componentes importantes. Entonces al menos en roedores la constitucion
genética total del individuo puede claramente influenciar la expresion
fenotipica del gen mutado diabetogénico. Simitarmente diferencias en el pozal
genético en humanos puede dar como resuitado diferencias en la expresion
clinica de la diabetes que se observan en diferentes grupos étnicos. También
en modelos animales se ha reportado que la composician de |a dieta tiene
influencia en la necrosis de los islotes pancreaticos {Lefter EH 1981ab;Leitor EH,
1983). Por analogia la dieta puede modificar la expresion de la diabetes en
humanos que estdn genéticamente predispuestos a la diabetes en diferentes
grupos étnicos,

c) variabilidad genética en la prevalencia y en las caracteristicas clinicas
de la enfermedad entre diferentes grupos paoblacicnaies; la variabilidad entre
grupos étnicos puede ser secundaria tanto a factores genéticos como
ambientales pero puede también indicar la presencia de heterogeneidad
genética. Estudios epidemioldgicos han demostrado diferencias entre
diferentes poblaciones (Rimoin DL,1969,1971;Diabetes Epidemioclogy Research
Intemational Group,1988;West KM,1978); parece existir una correlacién entre
sobrenutricién y prevalencia de diabetes tipo 2 (Cohen AM,1961).

d} variabilidad clinica entre los pacientes; por ejemplo el desarmrollo
prematuro o no de complicaciones. Es claro que existe considerable
variabilidad clinica entre y dentro de familias; los estudios iniciales de la
diabetes tipo MODY, un subtipo de DMNID de aparicion temprana (menor de
35 afios) con herencia de tipo autosémico dominante, muestran que es una
forma no agresiva de diabetes con una incidencia baja de complicaciones a
largo plazo (Tatfersall RB,1974.Barbosa J ab,1978), aunque otros grupos de
investigacion han sugerido que la incidencia baja de complicaciones solamente
ocurre en las familias con herencia autosomico dominante (Tattersall
RB,1982 Mohan B,1985). Ha sido sugerido que en indios asiaticos del sur de la
India la retinopatia proliferativa y la neuropatia pueden tener menor incidencia
en los diabéticos MODY con herencia de tipo autosémico dominante {Mohan
8,1985). Recientemente se ha observado que los pacientes MODY caucasicos
con mutaciones en los genes TCF1 y TCF14 parecen desarrollar
complicaciones mas severas y de forma prematura que los pacientes MODY
con mutaciones en glucocinasa (Velho G, 1996;Yamagata K, 1996a,b;Vaxillaire
M, 1897).

) variabilidad fisiologica. Existen evidencias de heterogenidad fisioldgica
en diabetes tipo I1, por ejemplo entre pacientes con diabetes tipo Il moderada o
con intolerancia a la glucosa en donde hay individuos con una respuesta
temprana a la insulina que oscila en el rango de supranormal hasta baja o
subnormal; se ha documentado una variabilidad similar para la respuesta
tardia a la insulina. (Fajans SS, 1982ab,1985,1987)



Debido a la gran heterogeneidad en diabetes, a través de los afios ha sido
muy dificil el estudio de los genes involucrados en el desarrollo o Ia
susceptibilidad a desarroliar DMND!.

H. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE DIABETES MELLITUS
TIPO1Y 2.

En algunos diabéticos distinguir entre diabetes tipo 1 (dependiente de insulina)
y diabetes tipo 2 (no dependiente de insulina) es muy dificil. Esta es una de las
razones por lo que inicialmente no era claro si se trataba de dos enfermedades
diferentes o era el espectro de una sola enfermedad. Algunos diabéticos
jévenes pueden ilegar a requerir insulina, mas no son dependientes de
insulina, El requerimiento de insulina se define como la inhabilidad para
prevenir la hiperglicemia en ayunas con una terapia de dieta y dosis maximas
de drogas sulfonilureas, y este requerimiento no refleja un fendmeno
autoinmune. Los pacientes que son requerientes de insulina, necesitan de la
insulina cuando tienen algun descontrol metabélico pero sus células beta
pancreaticas si producen insulina

Es particularmente dificil distinguir entre diabetes tipo 1 y 2 en personas con
peso normai, y aquellos en quienes el diagnéstico se hace alrededor de los 30
anos, en pacientes con sobrepeso y sintomas severos y en pacientes con
DMDI clasica pero con requerimientos de insulina bajos a un afio o mas
después del diagnéstico (Gorsuch AN, 1987:Wilson RM,1985). Se han sugerido
varios métodos para distinguir entre diabetes tipo 1 y 2, incluyendo Ia
tipificacién de HLA, medicion de anticuerpos anti-islote pancreético (ICAs),
respuesta a insulina después de la administracién intravenosa de glucosa, y la
estimacion de la produccion de insulina enddgena a través de ia medicion de
peptido C plasmatico o urinario (irvine WU 1977:Laakso M.1985,Groop
LC, 1986 Kilvert A,1986).

Utilizando ICAs y péptido C (los primeros 2 afios después del diagnostico) se
puede distinguir casi en un 100% si un individuo es insulino dependiente 0 no
es. Las ICAs se encuentran positivos en el 90% de los individuos dependientes
de insulina durante los primeros 3 afios después del diagnéstico y la medicién
de péptido C es una medida de Ia sintesis de insulina, en jos individuos
dependientes de insulina se debe encontrar en valores cercanos o igual a
cero.

I. ETIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA DE LA DIABETES MELLITUS
NO DEPENDIENTE DE INSULINA (DMNDI).
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La DMNDI se define por el hecho de gue los pacientes no requieren insulina
para prevenir cetoacidosis (MNational Diabetes Data Group, 1979: Bennett
PH,1983). A diferencia de la diabetes tipo 1 que es una enfermedad con un
componente autoinmune, la tipo 2 no lo es. Existen evidencias disponibles que
sugieren que fa susceptibilidad a DMNDI esta determinada primariamente por
factores genéticos. Por ejemplo, los estudios con gemelos monocigotos
demostraron una concordancia extremadamente aita (cercana al = 90%) para
DMNDI (Pyke DA, 1979:Barnett AH,1981). La concordancia en gemelos
monocigotos con DMNDI es substanciaimente mayor que la concordancia
correspondiente en DMDI (de alrededor de 50%) en el mismo estudio (Bamett
AH,1981). La concordancia entre gemelos monocigéticos con DMNDI es ta mas
importante ya que ésta se desarrolla generalmente tarde en la vida cuando los
gemelos usualmente viven separados y comparten pocos factores ambientales.
Sin embargo los genes de susceptibilidad que predisponen a la DMNDI no se
han identificado en la mayoria de los pacientes ¥ un gran numero de genes
candidato se estan investigando. Se cree que al menos algunos genes
candidato deben estar involucrados en vias metabdlicas relacionadas con la
resistencia de insulina y/o con ia secrecion de insulina. Formas raras con
aparicion temprana se deben a genes dominantes, como lo es el subtipo
MODY, y todavia mas raras son las formas con insulinas anormales debido a
las mutaciones en el gen de {a insulina,

Ademas de los factores genéticos, |a obesidad es el mayor factor de riesgo
que predispone a fa DMNDI; de hecho la mayoria de los pacientes con OMNDI
son obesos. La obesidad se determina por factores tanto ambientales como de
conducta (nutricion y actividad fisica), y ademas también se han reportado
factores genéticos que predisponen a la obesidad. En varios modelos animales
de DMNDI (ratén obfob, raton db/db y rata faffa) existen mutaciones que
simultaneamente causan obesidad vy diabetes mellitus. {Friedman
JM, 1981, Wergle DS, 1996)

Los estudios migratorios y poblacionales efectuados en paises y regiones en
via de desarrofio indican que los cambios ambientales gue acompanan et
desarrollo y la occidentalizacion promueven la DMND! en aguellos individuos
que son genéticamente susceptibles (Cohen AM, 1979; Modan M, 1986, Sievers
ML, 1985 5chraer C, 1988,0 'Dea K,1984).

J. EFECTOS MATERNOS EN DMNID.

De sumo interés es la interaccion entre susceptibilidad genética y efectos
maternos en la DMNID, presumiblemente debido a efectos metabdlicos durante
el embarazo. En los reportes iniciales de las familias con DMNID tipoc MODY,
Domner y col. (Domer GA, 1975,1976) encontraron evidencia de que la diabetes
ocurre mas frecuentemente en la rama materna que en la paterna lo cual se
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determiné a través del probando diabético. Ademas significativamente mas
madres {18.2%) que padres (9.1%) de los propésitos eran diabéticas. Pettit y
colaboradores reportaron en familias de Indios Pimas con DMNID evidencias
que soslienen la importancia de la diabetes con herencia materna en
determinar el riesgo para presentar diabetes en la descendencia. En esos
estudios, el 45% de la descendencia de las madres diabéticas antes del
embarazo eran diabéticos a la edad de 20-24 anos, comparado
respectivamente con 1.4% y 8.6% de la descendencia de las mujeres que no
eran digbéticas ni “prediabéticas” (se hicieron diabéticos después). El estatus
de diabetes paterna parece contribuir solamente con un pequefioc riesgo
adicional a la descendencia, después de corregir por factores de riesgo (Pettitt
DJ, 1986).

K. MECANISMOS BIOQUIMICOS DE LA ENFERMEDAD EN
DMNID.

Se han descrito, algunos defectos bioquimicos en pacientes con DMNID, esos
defectos contribuyen a la patogénesis, aunque es improbable que ellos, sean
la causa primaria de la DMNDI: entre ellos se encuentran, defectos en el gen
de la insulina (Steiner DF, 1990), defectos en los receptores de insulina
{Kolterman QOg, 1982:0lefsky JM, 1981 Rizza RA,1981;Caro JF, 1986:Caro JF, 1987),
en los transportadores de glucosa: GLUT 1, GLUT 2, GLUT 3, GLUT4 {Pessin
JE, 1992/Burant CF, 1991), defectos en las enzimas glucégeno sintetasa
(Bogardus C, 1984:Damsbo P, 1991) y deshidrogenasa pirtvica (Kefley DE, 1990).
En un estudio reciente se ha reportado que existe una correlacidon entre la
sensibilidad a la insulina y el contenido de acidos grasos polinsaturados de
cadena larga en las membranas fosfolipidicas (Borkman, 1993).

Se ha descrito defectos en el ADN mitocondrial asociadas a DMNID y sordera
los cuales son transmitidos por herencia materna (Bafiinger S, 1992).

L. DIABETES MELLITUS NO DEPENDIENTE DE INSULINA
(DMNID) TIPO MODY (Maturity-Onset Diabetes of the Young).

a) Herencia Autosomico Dominante. Este subtipo de diabetes se
identifico en los afios 70°s, también se lama diabetes tipo Mason, diabetes no
dependiente de insulina de la juventud (DMNIDJ)} e hiperglicemia de la
madurez de presentacion temprana (MOHY) (Tattersall RB,1975;Johansen
K,1877). Este subtipo representa entre el 1-2% de los casos de DMNID y se
calcula que hasta en el 13% de las familias diabéticas de origen Caucasico en
Francia son MODY (Froguel P, 1991).

Los diabéticos tipo MODY deben de reunir los siguientes criterios:
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(1} herencia autosémico dominante:

(2) edad de aparicion menor a 35 afos en el paciente y en ai menos un
miembro de la familia,

(3) correccién de hiperglicemia en ayuno por al menos 2 afios sin insulina; (4)
diabetes no cetocica (Tattersall RB,1982).

Usando los criterios anteriores, se han identificado familias con herencia
autosémico dominante clara. Sin embargo se ha observado en los Gitimos afios
una considerable heterogeneidad entre diabéticos clasificados como
MODY/DMNIDJ (non insulin dependent diabetes of the young); por ejemplo se
han reportado pacientes MODY que requieren insulina para su control
metabdlico e incluso algunos pacientes que desarrollan dependencia a la
insulina con el paso de los afios (Fajans SS,1985,1987). El término de DMNIDJ
o diabetes no dependiente de insulina de |a juventud no toma en cuenta el tipo
de herencia autosdmico dominarte. Como en cualquier otra enfermedad
genética, la DMNID de la juventud puede ocurrir también en la forma
esporadica. (Fajans SS, 1982;Fajans SS,1985:Keen H, 1982;NDDG, 1979).

b) Expresién fenotipica e historia natural. En afos recientes se ha venido
reconociendo un espectro amplio de caracteristicas clinicas. Se puede hacer
diagnéstico de MODY si la DMNID ocurre en 2 0 mas generacicnes de acuerdo
con un tipo de herencia autosoémico dominante. Se puede diagnosticar antes
de los 25 afios de edad, frecuentemente temprano en la adolescencia (9-14
afios de edad) y particularmente si se determina por analisis de glucosa
plasmatica de rutina en las generaciones méas jévenes de las familias con 1 &
mas generaciones con DMNID (otros usan los limites superiores de 30 o 35
anos de edad para la definicion de DMNID en la juventud (Jiafal /, 1982,1984).
MODY es frecuentemente asintomatico en los grupos jovenes, aunque algunos
pacientes pueden tener sintomas, los cuales son particularmente
desencadenados por estrés o por infeccion. Frecuentemente el diagnéstico
clinico de la diabetes en muchos miembros de las familias afectadas no se
hace cuando inicia la hiperglicemia sino afos después o hasta la edad aduita.
Por analisis repetidos de glucosa de los miembros jovenes de las familias
MODY, se puede demostrar que hay una velocidad variable en la progresion
de la enfermedad de tal manera que, de la forma no diagnéstica (pero no
normal} a la intolerancia a la giucosa y también de la intolerancia a la glucosa
a la diabetes franca con niveles de glucosa en ayunas normales pueden pasar
hasta 18 afios; y se observa que no hay progresion, o existe progresién lenta o
rapida a una hiperglicemia en ayunas (0.5-27 afios). La severidad de ia
intolerancia a la glucosa puede fluctuar por muchos aros, particularmente en
pacientes con anormalidades medias antes de la aparicion persistente de la
hipergliceria en ayunas lo que representa variaciones en la expresion de la
enfermedad. En contraste, otros individuos con MODY en el mismo pedigree
pueden tener hiperglicemia en ayunas y/o una rapida progresién de la
enfermedad a una edad temprana.

Se ha reportado que los pacientes MODY indios que residen en Sudafrica y en
el sureste de ia India son primariamente sintomaticos con hiperglicemias al
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diagnostico. Las hiperglicemias en ayunas, a edad temprana (8-14 anos),
responden a terapia de dieta o de dieta mas agentes hipoglucemiantes por
afios o décadas; sin embargo, en algunos pacientes jGvenes después de
algunos afos o décadas, las hiperglicemias en ayunas ya no responden a la
terapia con sulfonilureas y progresan al requerimiento de insulina (no existe
dependencia de insulina o cetosis} con ta disminucion o niveles basales bajos
de insulina estimulada por nutrientes y también niveles bajos de péptido C.
También, en contraste con la aparicidn asintomdtica de la mayoria de los
pacientes blancos. Winter y col. (1987) describieron un sindrome de diabetes
sintomatico atipico en jovenes negros americanos que tienen caracteristicas
de MODY. Estos pacientes presentan sintomas diabéticos agudos que son
reversibles con insulina pero meses o afios después presentan un curso tipico
de DMNID; esta diabetes no autoinmune se puede confundir con DMID ya que
su presentacion clinica es aguda pero puede diferenciarse de la clasica DMID
en base a sus caracteristicas clinicas, familiares, inmunoldgicas, genéticas y
metabélicas.

Las complicaciones tipicas microangiopaticas vy macroangiopéticas pueden
ocurrir en una frecuencia similar & las reportadas en otros pacientes con
DMNID. Entonces MODY no es necesariamente una forma inocua de
hiperglicemia.

c) Distribucion y prevalencia. La DMNID de aparicion temprana vy tipo
MODY se han reportado en Europa (Tattersal RB,1974; Pyke DA, 1979, Bodansky
JH, 1987 Nelson PG,1976; Tulloch JA,1976:8ell JI,1983), Estados Unidos (Fajans
S5,1960,1962,1982 1978, 1987: Tattersail RB,1975 Lawson VK, 1981, Winter
WE,1987.Barbosa J, 1978a,b;}, Sudafrica (Jialal 1,1982a,b,1984;Asmal AC.1981),
India (Mohan V,1985), Jap6n (lkeda Y. 1979, Kuzuya T,1982:Hanacka Y,1985),
Australia (Sereantson SW,1982) y Sudamérica (Durruty P,1985). En un estudio
comunitario en la Ex-Republica Democratica Alemana se estimé su prevalencia
en 0.15% de todos los pacientes diabéticos y 5.1% de los pacientes con
DMNID menor de 30 afnos (Panzram G,1983). En el Centro de Investigacion de
Diabetes en Madras, India, 4.8% de los pacientes diabéticos menores de 25
afios de edad fueron clasificados como MODY (Mohan V,1985). Entre pacientes
con DMNIDJ en Sudéfrica en los pacientes Indios, Ia prevalencia de DMNID
sintomatica con edad de aparicién antes de los 35 afios de edad fue de 10%
{Asmal AC,1981). Con un criterio de seleccion similar, 18.5% de los pacientes
Indios con DMNID en Madras fueron MODY (Mohan V,7985). El sindrome de
diabetes con caracteristicas de MODY representa cerca del 10% de todos los
casos de la diabetes de aparicion temprana en negros americanos que residen
en el sureste de los Estados Unidos (Winter WE,1987). Froguel y col. reportaron
que en poblacion caucdsica existe una prevalencia del 13% (Frogue! £,1991).

d) Diabetes Mellitus dependiente de Insulina en familias MODY.,

1.- HLA. No se ha encontrado asociacién entre los antigenos HLA vy
MODY en pacientes Caucdsicos (Neison PG,1976:Faber OK,1978-Owerbach
D,1983), ni en Negros Americanos {Winter WE,1987) o en Indios con DMNIDJ
(diabetes mellitus no dependiente de insulina de Ia juventud) (Naidoo C,1986).
En un estudio donde se analizaron 12 jovenes negros americanos con el
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sindrome de diabetes sintomatica atipica que tiene caracteristicas de MODY, 6
de los 12 propdsitos fueron positivos para la asociacion con el antigeno
protector de la DMID HLA-DR2 (Winter WE, 1987). Por otra parte todos los
miembros diabéticos de una familia Caucasica analizada gue tiene
caracteristicas de MODY, con transmisién de tipo autosémico dominante
poseen HLA-DR2 o HLA-DR7. El significado de ia presencia de los antigenos
protectivos contra ia DMID en esos pacientes MODY si lo hay, se desconoce
{Bodansky JH, 1987).

2- ICAs. Los andlisis para anticuerpos anti-isiote reportados en los
pacientes MODY han sido negativos (Fajans SS5,1982,1978,1987; Winter WE,
1987,Bodansky JH,1987; Beck-Nielsen H, 1 588).

3.- Presencia de DMID en familias MODY. En la familia RW existe la
presencia de individuos con DMID (Fajans SS, 1985) y en otra familia MODY
{Ha) tambien se han reportado la presencia de individuos con DMID {Fajans
SS, 1990). Las posibles interpretaciones para la presencia de DM!ID en familias
MODY podrian ser, uno, que la DMNID y la DMID son enfermedades comunes
y se podria esperar una co-ocurrencia al azar, ademas ya que MODY no se
asocia al HLA y no existen evidencias de factores inmunclogicos, tiene
factores patogénicos ambientales que difieren de la DMID {como, aumento de
peso, y/o obesidad) y también difiere en la historia natural de progresitn seria
raro que MODY y la DMID tengan una etiopatologia comun.

e) Peso corporal-obesidad. La mayoria de los miembros (75%) de las
familias MODY caucasicas no fueron obesos al diagnostico, ni en la
adolescencia, ni en la vida adulta (Fajans SS, 1982). En el 25% de las familias
MODY reportadas la mayoria de los miembros con diabetes fueron obesos
desde edad temprana. Entre las 23 familias MODY reportadas, 7 familias
MODY (30%) se han reportado como obesas (Tattersall RS, 1982). Entre otros
grupos de individuos de raza blanca con diabetes tipo MODY, el 52% (Panzram
G, 1983) y 57% (Durruty P, 1985) fueron obesos. Se esperaria que en esas
familias, conforme avanza la edad, de la nifiez a la adolescencia ¥ a la edad
adulta, ia prevalencia de la obesidad sea similar a la reportada en ia poblacidn
general. En 85 pacientes sudafricanos con DMNIDJ  sintomatica
diagnosticados a una edad menor de los 35 aflos de edad, el 55% eran obesos
(Jialal 1,1982) y entre 219 Indus con diagnostico de MODY con una edad de
diagnostico menor de 25 afios, el 32% eran obesos (Mohan V, 1985). En negros
americanos con diabetes sintomatica aguda de aparicion temprana con
caracteristicas de MODY el 46% son obesos (Winter WE, 1987).

La frecuencia de la obesidad en pacientes jovenes con diabetes tipo
MODY (25-55%) parece ser mayor que en la poblacién general. Entre los 20 y
24 afos, el 12.7% de los hombres blancos y el 9.6% de las mujeres blancas
tienen sobrepeso y existen datos similares en poblacion negra, 5.5% y 23.7%
respectivamente (Van itallie T8,1985). Entre los 25-34 afcs 20.9% de los
hombres y 17.9% de las mujeres tienen sobrepeso en poblacién blanca y el
17.5 y 33.5% respectivamente en poblacién negra. La frecuencia de la
obesidad en pacientes MODY jévenes es menor que ia reportada para
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pacientes con DMNID. La presencia de obesidad en pacientes jévenes con
predisposicion a la diabetes tipo MODY puede promover la hiperglicemia en
ayunas y la sintomatologia al diagnéstico.

f) secrecion de insulina y heterogeneidad en MODY. Aunque MODY se
hereda de modo autosémico dominante, existe una considerable
heterogeneidad en las anormalidades en la secrecion de insulina entre familias
y entre poblaciones con MODY. En pacientes de diferentes familias con MODY
y con anormalidades similares en la tolerancia a la glucosa y con
hiperglicemias en ayunas medianamente elevadas, se ha encontrado un
amplio espectro de la respuesta de insulina a la administracion de glucosa, la
cual oscila de valores muy bajos a muy altos (Fajans S85,1978,1982,1986,1987).
En los pacientes MODY con respuestas retardadas y subnormales, la
insuficiencia de insulina, aunque incompleta, parece ser el factor patogénico
fundamental de los niveles anormales de giucosa sanguinea (Fajans
S5,1960,1976,1974,1978,1982,1986,1987). La respuesta secretora baja de
insulina a nutrientes puede ocurrir desde la nifiez y aun antes que aparezca
intolerancia a la glucosa (Fajans SS,1960,1985,1982,1978,1981). La respuesta
de fa secrecion de insulina alterada puede ser una manifestacién del defecto
genético basico que lleva a la diabetes cuando se imponen factores
ambientales (por ejem. disminucién fisioldgica en la sensibilidad de la insulina
con el crecimiento y pubertad (Fajans SS, 1982,1986). Se puede manifestar por
una falla en las células beta pancredticas para prevenir o compensar un
aumento en la glucosa plasmatica ante un estimulo oral ¢ intravenoso, o una
comida (Fajans SS,1981,Kosaka K, 1980). Una respuesta insuficiente de Ia
célula beta podria ser el defecto primario en MODY. {Beck-Nielsen, 1988)

En algunos pacientes MODY con el paso de los afios las respuestas
secretoras a la glucosa se empiezan a hacer muy bajas hasta que son muy
parecidas a la de los pacientes con DMID (Fajans S$$,1985,1978,1982,1987). Sin
embargo la historia natural de ta disminucion de |1a respuesta secretora con el
tiempo y la severidad de las anormalidades metabdlicas son diferentes entre
estos dos tipos de diabetes. En MODY la descompensacién de una respuesta
bata de mnsulina y péptido C a un requerimiento de insulina exégena (definida
como una inhabilidad para corregir la hiperglicemia en ayunas con dieta o
sulfonilurea) puede ocurrir en varios afos o hasta en varias décadas. (Fajans
5§,1985,1987). En pacientes con DMID el requerimiento de insulina exbgeno
es mucho mas prematuro. Otros autores también han reportado respuestas
retrazadas, subnormales o muy bajas de la insulina (Tattersal RB, 1974; Tulfoch
JA, 1976 Johansen K.Carla (,1985:Babosa J,1978) o del péptidc C (Bodansky
JH, 1987 lkeda Y,1979) a la glucosa en pacientes MODY,

En la India los individuocs MODY obesos y no obesos tienen disminuidos los
niveles de péptido C y la respuesta de insulina a la glucosa comparando con
los sujetos no diabéticos (Mokan V, 1985). La diferencia entre individuos
diabéticos y no diabéticos es mas marcada en el grupo de MODY obesos y no
obesos, aungue el grupo de MODY obesos tiene concentraciones menores de
glucosa plasmatica en ayunas (117 vs. 217 mg/dl) En 47 hijos de pacientes
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con MODY, la media de la respuesta de la insulina inmunoreactiva no fue
significativamente menor en 39 individuos no obesos, aungue fue menor en B
individuos obesos que en los controles {Mohan V, 1986). El promedio de la
respuesta de péptido C es menor en ambos grupos, la disminucion es mas
pronunciada en los descendientes obesos. Con éstos hallazgos se interpretd
que la secrecion deficiente de insulina se puede detectar adn antes que la
intolerancia a {a glucosa en algunos descendientes de los individuos MODY. E
gran potencial diferencial entre individuos diabéticos, individuos potencialente
diabsticos y en individuos cbesos puede deberse al hecho de que la
resistencia a la insulina en la obesidad trae consigo una respuesta
compensatoria mayor de la secrecién de insulina. Se ha reportado en dos
estudios por extraccion hepatica que la secrecion de insulina fue normal en los
pacientes con MODY (Carta G,1985:Naidoo C.1986), lo gue indica que la
disminucion y atenuacién de la respuesta secretora de las células beta puede
interpretarse como una deficiencia de insulina. Todos estos datos sugieren
fuertemente que la deficiencia de insulina es la anormalidad primaria.

En vista de la herencia autosémico dominante de MODY se espera que
aproximadamente 50% de los individuos de cada generacién no sean
diabéticos y mantengan una respuesta normal de la insulina a la giucosa.
Factores ambientales superimpuestos sobre la susceptibitidad sin duda
contribuyen a la aparicion de la intolerancia a los carbohidratos en DMNID y en
MODY. Algunos jdvenes no cbesos miembros de las familias MODY primero
desarrollan intolerancia a los carbohidratos entre los 9 y 12 afios de edad
(Fajans S5,1981,1982). Los nifios normales tienen una respuesta menor de la
insulina a la administracién de glucosa que los adolescentes o los adultos, lo
que implica una sensibilidad mayor en la nifiez (Rosenbloom AL, 1975, Lestradet
H.1976). Entonces aun los individuos genéticamente predispuestos a una
respuesita baja de la insulina a la glucosa, pueden mantener una tolerancia a
los carbohidratos normal en la nifiez. Con el incremento de la masa corporal
debido al ¢recimiento y la aparicion de la pubertad, |a sensibilidad a la insulina
disminuye fisiclogicamente y trae consigo una respuesta secretora de insulina
Cuantitativamente mayor, y se podria especular que la incapacidad para
incrementar los niveles de insulina en MODY a los niveles normales de los
adotescentes puede ser al menos una causa de! surgimiento de la intolerancia
a los carbohidratos que se ve alrededor de la adolescencia (Fajans SS
1981,1982).

g) Insensibilidad de la insulina o Resistencia a la Insulina. Se ha
encontrado en la mayoria de los pacientes con DMNID o con intolerancia a la
glucosa una disminucion de Ja respuesta tejido-blanco a ia insulina tanto in
vivo como in vitro (Beck-Nielsen H, 1988). En muchos pacientes y familias MODY
hay evidencias de resistencia a la insulina, lo que sugiere heterogeneidad no
solamente en la secrecién de insulina sino también en la resistencia a Ia
insulina. Las pruebas de tolerancia a la insulina realizadas inmediatamente
después del diagnostico en 7 descendientes diabéticos de la familia RW
mostraron una sensibilidad normal a ta insulina y una vida media normal de la
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insulina. Los requerimientos de insulina alcanzan al control normoglicémico en
tres pacientes diabéticos de la familia RW. Entonces la resistencia a la insulina
No es una caracteristica que se presente constantemente en todos los
pacientes MODY. Se ha reportado la resistencia a la insulina en miembros de
familias MODY primariamente en aguellos con marcada hiperglicemia en
ayuno. Beck-Nielson et al. (1988) investigaron un par de gemelos idénticos de
una familia MODY, uno de ellos con intolerancia a la giucosa y el otro con
diabetes franca. La produccion de glucosa hepatica basal, el efecto inhibitorio
maximo de la insulina sobre |a produccién de glucosa hepatica estimado como
una euglicemia, y la captacion méxima de glucosa mediada por la insulina en
los tejidos periféricos fue normal en el gemelo intolerante, pero en el gemelo
diabético fue muy reducida.

Aungue la resistencia a la insulina parece ser un mecanismo patogénico
importante en individuos con intolerancia a la glucosa y MODY, las respuestas
compensatorias de la insulina a los nutrientes son insuficientes para mantener
una tolerancia normal a los carbohidratos, lo que indica que la diabetes se
presenta solo en individuos que tienen un defecto adicional y probablemente
primario en ios islotes como podria ser una reserva insuficiente de la célula B
pancreatica y de la capacidad secretora (Fajans SS, 1990}

h) Tratamiento. Es de suma importancia lograr una euglicemia en los

diabéticos no dependientes de insulina de aparicion temprana y en los tipo
MODY ya que la hiperglicemia en este tipo de diabetes serd de duracion mas
larga que en la DMNID de edad adulta. La considerable frecuencia de
complicaciones en MODY dicta esta estrategia, en particular en familias en las
cuales se han presentado las complicaciones neuropéticas y vasculares.
Los principios de la terapia para MODY son los mismos que para la DMNID de!
adulto. La reduccion de peso en los MODY asociados con obesidad ha
demostrado revertir la hiperglicemia en ayunas y las concentraciones elevadas
de hemogiobina glucocilada, mejora o normaiiza la tolerancia a la glucosa,
revierte la hiperinsulinemia s estd presente o mejora la hipoinsulinemia vy
disminuye la resistencia a la nsulina (Lawson VK, 1981). En pacientes MODY
delgados, particularmente aqguellos sin hiperglicemia en ayunas, una dieta
moderadamente restringida en carbohidratos, particularmente sucrosa, puede
mantener las concentraciones de glucosa sanguinea pospandrial dentro de los
timites normales por afios y aun por décadas. No han sido necesarias las
recomendaciones de dietas especificas (6 terapia con drogas) para las
posibles anormalidades de |a concentracion de lipoproteinas.

M. HETEROGENEIDAD GENETICA EN LA DMNID TIPO MODY.

Es ahora claro que existe mas de una causa de MODY, cada una resulta de
diferentes genes alterados. Se han reportado hasta el momento 3 genes
asociados a la DMNID tipo MODY: MODY 1 (Yamagata K, 19896a), en la que el
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defecto se localiza en el gene TNF1 que codifica para el factor nuclear de
hepatocitos 4a; MODY 2 en el gen de la enzima glucocinasa (Belf G1,1991), y
MODY 3 en el gen TNF14 que codifica para el factor nuclear de hepatocitos 1a
(Yamagata K, 1996b).

El 50-60% de los pacientes MODY franceses tienen mutaciones en el gen de
la glucocinasa (Stoffel M, 1992: Froguel P,1992,1993), en un 25% de las familias
francesas restantes el gen afectado MODY3 (TCF1) se mapeo en el
cromosoma 12q (Vaxillaie M,1995). En el 25% restante de familias MODY
francesas no se ha encontrado asociacién con ningun gen, a pesar de que se
ha analizado un gran nimero de genes candidato. Ef tercer gen (TCF14) se
mapeo en el cromosoma 20 en una familia caucasica denominada RW {Bell GI,
1991; Yamagata K, 1996b) y es hasta el momento ta tinica familia reportada con
alteraciones en este gen.

En un estudio japonés, se analizaron mutaciones en el gen de la glucocinasa
en un gran numero de diabéticos con edades de presentacion entre 30 y 40
anos, incluyendo 3 individuos MODY (Sakura H, 1992:Eto K, 1993). Solo se
identificd una mutacidn de un cambio de aminoacido por otro en el exdn 7 en
uno de los pacientes MODY, lo que apoya también el concepto de que MODY
es una enfermedad genéticamente heterogénea dentro y entre diferentes
pablaciones,

Llama particularmente la atencién que los genes alterados en MODY1 y
MODY3 son factores de transcripcion hepaticos relacionadaos. Esto abre una
nueva dimensién al conocimiento de la patogénesis de la diabetes y ala
blsqueda de genes que predisponen a la forma mds comuin de la enfermedad.
Los efectos bioiégicos de las formas mutantes de dichos factores hepéticos
(HNF-1a y HNF-4a} no se conocen y su funcion en las células B-pancreaticas
se esta investigando. Ratones knockouts homocigotos para HNF-1q y HNF-4c
son letales; es importante analizar el metabolismo de la secrecién de insulina
en los ratones heterocigotos. Tampoco se sabe si las mutaciones en estos
factores de transcripcion predisponen a la DMNID del adulto.

Se han reportado 10 mutaciones diferentes en el gene HNF-1¢. asociadas a
MODY, y no existe relacion entre la naturaleza de tas mutaciones observadas
0 su locatizacion en el gen con las caracleristicas clinicas de la enfermedad. El
mecanismo por el cual las mutaciones en el gen HNF-1a causan diabetes
mellitus no es claro pero se podria pensar en un desarrollo anormal de los
islotes pancredticos durante la vida fetal lo que limitaria su funcion posterior,
asi como la alteracidn de la regulacién de la transcripcién de genes que tienen
un papel clave en la funcidén normal de las células pancredticas (Vaxillaire
M, 1997).

Complicaciones. Se ha estudiado la prevalencia de complicaciones en familias
francesas (Velho G, 1996) en grupos de individuos con MODY1, MODY?2,
MODY3 y DMNID, y se reporta una alta prevalencia de retinopatia proliferativa
en MODY3 (21%), dicha prevalencia es parecida a la reportada en individuos
con DMNID (23%) pero ambas son significativamente mayores a la reportada
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en MODY deficiente de glucocinasa (3%) y a otros MODY (8%); la duracion de
la diabetes y ia severidad de ta hiperglicemia en los grupos MODY3 con
retinopatia proliferativa esta impticita en la alta prevalencia de Ia retinopatia,
esto es {os sujetos con complicaciones tienen significativamente mayor edad,
més tiempo de duracidn de la enfermedad y una presion sanguinea sistdlica
mayor, niveles de creatinina mayores que los sujetos MODY3 sin esta
complicacion. En dicho estudio se evaluaron 3 parametros 1} niveles de
glucosa plasmatica y el estatus de ia tolerancia a la glucosa 2) secrecién de
insulina durante la AGTT y 3) el efecto de la duracion de la diabetes sobre el
defecto en la secrecion de la insulina y e! estado de tolerancia a la glucosa.
Los individuos MODY3 afectados tenian niveles de glucosa plasmatica en
ayuno significativamente mayores que los MODY deficientes de glucocinasa y
otras MODY, y niveles similares a los individuos con DMNID. Los niveles de
glucosa después de 2 horas eran significativamente mayores en los sujetos
MODY3 que en los otros grupos. Esos datos concuerdan con la observacion
de la frecuencia significativamente alta en las familias MODY3 del estatus
diabético, comparado con el estatus de hiperglicemia en ayuno moderada/IG;
en este aspecto los sujetos MODY3 fueron tratados més a menudo con
agentes hipoglucemiantes o con insulina que los sujetos de los ofros grupos.
El indice insulinafglucosa a las 2 horas fue significativamente mas bajo en los
sujetos MODY3 comparados con los otros grupos, los que sugiere la presencia
de un defecto mds severo en la secrecién estimulada por glucosa. La insulina
piasmatica en ayunas, asi como la relacién insulina/glucosa, no fue
significativamente mayor en ninglin  grupo MODY, pero si fue
significativamente mayor en el grupo con DMNID, lo que quizas esté reflejando
algin grado de resistencia a ia insulina en el dltimo grupo (DMNID). La
duracién de la diabetes fue significativamente mayor e independientemente
asociada con la severidad del defecto secretor en los grupos MODY3 y el de
DMNID. Los individuos MODY3 con una larga duracién de la enfermedad
presentan un defecto severo en la secrecion de insulina y la curva de
tolerancia a la glucosa se encuentra mas severamente aiterada, que en los
sujetos con una corta duracion de la enfermedad. Por otra parte el defecto en
la secrecion de la insulina y la tolerancia a la glucosa en los individuos
deficientes de glucocinasa y en los otros MODY son relativamente mas
estables que los de MODY3.

Enfermedad vascular. En algunas familias MODY de raza blanca se han
reportado con alta frecuencia las complicaciones tipicas microvasculares y
macrovasculares de la diabetes (Fajans SS, 1982, 1978), lo que puede sugerir
heterogeneidad en la susceptibilidad o resistencia a la enfermedad vascular
dentro de MODY, como pueden ser las diferencias en el componente genético
que predispone a la enfermedad vascular. Por otra parte o poco frecuente de
las complicaciones en algunas familias MODY puede ser debido a la
hiperglicemia ligera por largos periodos de tiempo y/o a diferencias en la
duracién de la hiperglicemia en pacientes diabéticos en el momento de la
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evaluacion. Las complicaciones vasculares presentes en los pacientes MODY,
se encuentran frecuentemente en la edad aduita o en la vejez, aungque se han
reportado algunos casos con presentacion en los treintas o mas tempranoc
(Fajans SS,1985,1987:Mohan V,1985;Bodansky JH, 1987;Bigler R, 1981).

Neuropatia. Durruty y col. (1985) reportaron ncuropatia en el 24% de 25
individuos con MODY. Entre Indios MODY se ha reportado entre 31-55% de
los pacientes con esta complicacién (Asmal AC,7981:Mohan V, 1985) y en elios
no es rara la neuropatia autonémica subclinica. En vista de las diferencias en
las edades de los pacientes, del criterio de seleccion de los pacientes, de la
definicion basica de neuropatia diabética y del criterio de diagnostico, y de la
duracion de la hiperglicemia, es dificil hacer comparaciones en la prevalencia
con esos estudios. Los sintomas y signos de la neuropatia se han reportado en
el 10-62% de los pacientes diabéticos.

En el pedigree RW, la neuropatia periférica sintomética se presenta en 4
pacientes con diabetes entre los 20 y 30 afios de edad. Dos de los cuatro
pacientes fueron tratados con insutina. Se ha encontrado evidencias de
neuropatia diabética moderadamente severa diagnosticada por estudios de la
velocidad de conduccion nerviosa en 5 pacientes asintomaticos adicionales
con la misma duracion de la diabetes, este estudio no se realizo en todos los
pacientas.

Entonces tenemos que aunque la diabetes tipo MODY se ha considerado a
menudo como una forma de hiperglicemia crénica no agresiva, en algunos
pacientes su historia natural comparte algunas caracteristicas con el fenotipo
clinico severo de la DMNID de aparicién tardia, Sin embargo, a diferencia de la
diabetes de aparicion tardia, el subtipo MODY3 esta asociado con una baja
prevalencia de obesidad, dislipidemia, hipertension arterial; a este respecto los
individuos afectados de la familia RW en donde los individuos MODY se
encuentran ligados a locus MODY1 presentan una forma severa de diabetes
que requiere terapia con insulina en aproximadamente el 30% y estan
asociados con complicaciones microvasculares (Fajans SS, 1994)

La delineacién de la heterogeneidad genética y la blisqueda de marcadores
genéticos podria tener implicaciones importantes no solo para entender la
genetica y etivlogia de la diabetes, sino también para entender la diversidad
de sus complicaciones. Solo cuando todos los desordenes que resultan en
diabetes mellitus y/o intolerancia a la glucosa sean delineados tendremos
prondsticos especificos y posibles terapias para todos los pacientes
diabéticos,

N. GLUCOCINASA.
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a) Caracteristicas cinéticas. Después de que la glucosa entra a la célula, la
etapa siguiente en su metabolismo es la adicién de un grupo fosfato, lo que
resulta en la formacion de glucosa-6P (G6P). Esta reaccién es catalizada por
uno de los miembros de la familia de las hexocinasas. En la mayoria de los
tejidos la enzima hexocinasa tienen una Km baja, entonces la velocidad de la
produccién de glucosa-6-fosfato (G6P) es maxima dentro del rango fisioldgico
de la glucosa. La mayoria de tas formas de la hexocinasas estan sujetas a
inhibicién por retroalimentacién por G6P. E| higado y la célula beta pancreatica
tienen una hexocinasa especializada (hexocinasa IV} o glucocinasa, con
propiedades cinéticas marcadamente diferentes, su Km es mucho mayor, por
lo que la velocidad de produccion de GEP esta directamente relacionada a la
cantidad de glucosa presentada a la enzima. Ademds la enzima no presenta
inhibicion de su producto G6P (Magnuson MA, 1992). Matschinsky y col. fueron
los primeros en sugerir que la glucocinasa podria ser un buen candidato para
actuar como el “sensor de la glucosa” pancreética (Bedaya FJ, 1986).

Por ofra parte el hallazgo posterior de que mutaciones en el gen de la
glucocinasa causan DMNID tipo MODY confirmé el papel de ésta enzima como
regulador de la secrecion de insulina. Ademas los ratones transgénicos que
expresan hexocinasa B de levadura en células B pancredticas muestran
niveles mas bajos de glucosa y aumento en !a secrecion de insulina estimulada
por glucosa (Epstein P, 1982). Inversamente, el ratén transgénico antisentido de
glucocinasa, con una actividad plasmatica disminuida, muestra niveles
normales de glucosa y de insulina pero disminucién en la secrecién de insulina
estimulada por glucosa en islotes aistados (Efrat S, 1994). Los estudios de ia
produccién hepatica de la glucosa en ratones knock-out heterocigotos para el
gene de la glucocinasa sugieren que la deficiencia de la ' icocinasa en el
higado juega un papel significativo en la homeostasis de la glucosa (Bali D,
1995). Por ofra parte los ratones homocigotos para alteraciones en la
glucocinasa pancredtica presentan diabetes severa y mueren en la primera
semana de vida (Grupe A, 1995). La inhibicién de la glucocinasa pancreatica
por la expresion del RNA antisentido produce hiperglicemia, la cual depende
de la cepa de ratdn transgénico estudiado (Ishihara H, 1995). Se ha demostrado
que la actividad de la glucocinasa hepatica es menor en sujetos obesos con
DMNID, que en fos controles delgados y en los diabéticos no obesos, lo que
sugiere que los cambios secundarios en la actividad de la glucocinasa
hepatica pueden jugar algin papel en la DMNID (Caro JF, 1995), y utilizando
ratones transgénicos que expresan ef gen de la glucocinasa hepatica bajo el
control del enhancer del gene de la apolipoproteina A-l el cual se expresa
solamente en el higado, se encontro que el RNAm en ayunas de glucocinasa
hepatica esta incrementado 2 veces, lo que resulta en un incremento del 20%
en la actividad de la glucocinasa en ayunas. Esos experimentos muestran que
en ayunas, niveles bajos de glucosa, insulina, lactato y alteracién en la
tolerancia a la glucosa. Ademds estos animales pesan menos y tiene un IMC
(indice de masa corporal} menar que fos animales no transgénicos; con estos
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animales transgénicos se demuestra que un modesto cambio en la actividad
de la glucocinasa hepatica puede regular el metabolismo de la glucosa
(Hariharan N, 1997).

b) Mutaciones en el gen de la glucocinasa, Dado el enorme interés de los
factores genéticos en la DMNDI, el ADNc de Ia glucocinasa se clond y
secuencid por Tanizawa en 1991. A principios de 1992 Froguel y col.
reportaron unién genica de marcadores polimérficos cercanos al gen de la
enzima glucocinasa en un grupo de famitias francesas con DMNID tipo MODY
(Froguel, 1992). Casi al mismo tiempo Hattersley y col. (1992} reportaron
resultados similares en un arbol genealégico britanico.

Se han identificado al menos 19 mutaciones en el gen de [a enzima
glucocinasa (Befl GI,1993) (Figura 1); 3 mutaciones sin sentido, 3 mutaciones
Que alteran el procesamiento a RNAm y 13 mutaciones que cambian un
aminodcido por otro (FIGURA 1). Presumiblemente los alelos con mutaciones
que alteran el procesamiento y/o causan terminacion prematura codifican para
proteinas anormales que no presentan actividad enzimatica. Las enzimas con
mutaciones de un cambio de aminoacido por otro han sido expresadas en un
sistema de expresion bacteriano y se han estudiado los efectos de las
mutaciones sobre la actividad enzimatica. Cuatro de éstas mutaciones
disminuyeron la Vmax de la enzima sin afectar significativamente la Km para la
glucosa (Thr228—-Met, Glu256—Lys, Gly261—Arg, Gly299—Arg, vy Leu309—
Pro); una incrementa la Km para la glucosa sin afectar significativamente la
Vmax de ia enzima (Glu300-Glin); y en 5 esta disminuida la Vmax de la
enzima y se incrementa la Km para la glucosa (GH175>5Arg, Val182 >Met,
Val203—-Ala, Glu279-y Glu300-sLys) (Gidh-Jain M, 1993).

Algunos estudios en pacientes con DMNID tipo MODY muestran que
mutaciones en el gen de la enzima giucocinasa causan anormalidades poco
severas en el metabolismo de la glucosa (Froguel £,1993). Aproximadamente
45% de los sujetos que son heterocigolos para las mutaciones tienen diabetes,
22% tienen intolerancia a la glucosa, y 33% tienen niveles de glucosa en
ayunas minimamente elevados (109.8 a 138.6 mg/dl) pero no reunen los
Criterios para el diagndstico de intolerancia a la glucosa. Una estimacion
verdadera de la penetrancia del fenotipo anormal podria requerir un estudio
poblacicnal correfacionando tolerancia a la glucosa con el genotipo en el locus
de la glucocinasa. Sin embargo, en las familias que se han estudiado todos los
individuos con mutaciones en el gen de la enzima glucocinasa tienen al menos
anormalidades minimas en el nivel de glucosa plasmatica {Froguel P,1993).
Estas observaciones son consistentes con la conclusion de que existe una
penetrancia alta del fenotipo anormal en poblacién caucasica.

En prensa se encuentra el reporte de 14 mutaciones nuevas en el gen de la
enzima glucocinasa asociadas a MODY (Velho G, 1997).
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FIGURA 1. Mutaciones reportadas en diferentes exones dej gen de la enzima
glucocinasa. (Takeda J, 1993)

¢) Anormalidades fisiclogicas. Las anormalidades fisioldgicas en algunos
Casos parecen ser detectables a una edad temprana, tan temprana como 16
meses de edad (Froguef P, 1993). A éste respecto no existen datos de estudios
prospectivos; el promedio de edad de diagnéstico de los individuos afectados
menores de 20 afios fue de 8 afos. A pesar de la edad temprana de la
anarmalidad en la homeostasis de glucosa (posiblemente tan temprana como
la edad de nacimiento), la enfermedad no parece ser progresiva en la mayoria
de los pacientes. El nivel promedio de glucosa plasmatica en ayunas es de
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126 £ 12.6 mg/dl en sujetos con una corta duracién de la enfermedad (<10
anos) vs. 133.2 + 27 mg/dl en sujetos con una larga duracion de 1a enfermedad
{> 10 afios). Ademas la prevalencia de las complicaciones cronicas de la
diabetes parece ser baja en ésta poblacion (por ejem. retinopatia 3%, a pesar
de que casi la mitad de los pacientes han sido hiperglicémicos por lo menos 10
anos).

d) Expresion Tisular. La glucocinasa se encuentra presente en los islotes
pancreaticos, en las células del parénquima hepatico, en las células
neurcendocrinas del tracto gastrointestinal y en el hipotalamo (Matschinsky
FM,1996; Jetton TL,1994); se ha reportado la expresién de RNAm de glucocinasa
en la pituitaria anterior, aunque el significado biolégico de éste hallazgo se
desconoce (Hughes SD,1991). La presencia de glucocinasa en las células L
enteroendocrinas dispersas a lo largo del epitelio medio y posterior del
intestino y en las neuronas del hipotalamo ventromedial sugiere algin papel en
la modulacion de la conducta de la alimentacion, captacion y utilizacion de
nutrientes (Jetton TL, 1994). La expresidn en las células B pancreéticas y
neuroendocrinas es dirigida por el promotor distal mientras que el promotor
proximal dirige la expresion en las células dal parénquima hepatico. En ratén
el exon 1 del gen de la glucocinasa esta separado del exén 1 hepético por
35kb (Postic, 1995). La transcripcion del gen de la glucocinasa hepética se
estimula por la insulina mientras que la actividad de la glucecinasa pancredtica
se incrementa por la glucosa (lynedjian PB, 1989;Liang Y, 1991).

La mayor pane de la glucocinasa se expresa en dos tipos celulares:
hepatocitos y células beta pancreaticas (Permutt  MA,1992;Matschinsky
FM, 1930 Magnuson MA,1989) y todas las mutaciones reportadas han sido
mapeadas en las porciones del gen de la glucocinasa que pueden disminuir la
actividad de la enzima glucocinasa en ambos tejidos celulares. Ninguna de las
mutaciones ha sido mapeada en los dominios lejido especificos del gene
(exones 1a, 1b 6 1c), ni en las regiones requladoras (Bell G/, 1993;Frogue!
P;Vionnet N,1992:Stoffel M, 1992; Sakura H,1992;, Katagin H,1992). Entonces se
pude predecir que tas mutaciones en el gene de la enzima glucocinasa pueden
disminuir la velocidad a ta cual la glucosa es fosforitada en ambos tejidos. A
cualquier concentracion de glucosa, ia velocidad del metabolismo de la
glucosa podria predecirse que estara disminuida. Sin embargo ya que la
glucocinasa tiene relativamente una Km alta para la glucosa (=8 mM), el flujo a
través de la enzima es sensible a cambios en el nivel de glucosa en el rango
fisiologico (Matschinsky FM, 1990;Gidh-Jain M,1993)

La relacion entre |a respuesta secretora de la insulina a la glucosa y el flujo de
la glucosa a través de la enzima glucocinasa en las células beta pancreéticas
in vivo, no depende solamente de la enzima glucocinasa, ya que estudios en
donde se analiza esta relacion con la enzima glucocinasa mutada demuestran
gue existe un mecanismo compensatorio y el grado de ésta compensacion esta
directamente relacionado con la severidad de la mutacion (Sturis J, 1994)

24



O. DIABETES MELLITUS NO DEPENDIENTE DE INSULINA DE
APARICION TEMPRANA (DMNIDJ).

Otro subtipo de DMNID se denomina de “aparicion temprana® (early-onset type
il diabetes) (Rotter JI, 1992). Se ha reportado en individuos entre 25 y 40 afios
de edad y parece diferir de la diabetes tipo MODY genéticamente. Se
caracteriza por una alta prevalencia de diabetes y de intolerancia a la glucosa
en ambos padres (92%) y en hermanos (69%). Esto sugiere que los sujetos
pueden heredar el gen o genes de la diabetes de ambos padres, lo que es
compatible con una doble dosis génica. Los pacientes con diabetes tipo 2 de
aparicion temprana comunmente requieren terapia con insulina después del
tratamiento inicial con dieta y/o agentes hipoglucemiantes orales y pueden
desarrollar complicaciones microvasculares severas lo que contrasta con los
pacientes MODY con mutaciones en el gen de la glucocinasa, los cuales en su
mayoria no presentan complicaciones. Existe un considerable sobrelapamiento
en la prevalencia de las complicaciones microvasculares y requerimiento de
insulina entre éste sindrome y MODY.

La presencia de diabetes conyugal en pedigrees de 3 o 4 generaciones no
excluye necesariamente el diagndstico de MODY en favor de diabetes tipo 2
de aparicion temprana. La prevalencia de intolerancia a la glucosa en los
padres y hermanos de los diabéticos tipo 2 de aparicién temprana es mayor
del 50% esperado en la herencia de tipo autosdémico dominante. Ei
componente heredado en la diabetes tipe 2 puede ser la alteracion de la
respuesta secretora de insulina en las células B pancredticas, el cual se
exacerba con la edad y el incremento en las demandas en las células 8, lo que
ocurren cuando disminuye la sensibilidad a la insulina con el incremento de
peso (la obesidad) y la inactividad. Los parientes intolerantes de los pacientes
con diabetes tipo 2 de aparicidn temprana o tardia tienen reducciones
similares en la secrecion de insulina, lo que sugiere que quizés ambos tipos de
diabetes podrian tener el mismo defecto hereditario en la secrecién de las
ceélulas B. La edad diferente de aparicién puede ser parcialmente debida a la
carga genética. Esta forma de diabetes parece ser poligénica y sujeta a la
modificacion de su expresion por diversos factores ambientales.

En México, debido a la alta prevalencia de diabetes (= 8%) es muy comin
encontrar familias donde existe diahetes en ambas ramas, y en donde la
diabetes mellitus no dependiente de insulina de aparicién temprana podria
atribuirse al fenémeno de doble carga genética.
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OBJETIVOS

A. Principal.

De tas familias con diabetes mellitus no dependientes de insulina de
aparicién temprana incluyendo tipo MODY capatadas en el laboratorio
durante 2 aflos, determinar cuales tienen mutaciones en el gen de la enzima
glucocinasa, asi como ¢l tipo de mutaciones presentes.

B. Secundarios.

a) Establecimiento de wun repositorio de lineas linfociticas
inmortalizadas para el mapeo y caracterizacion de genes involucrados en el
desarrollo de ta DMNID.

b) A través de definir si el gen de la glucocinasa esta involucrado en la
diabetes no dependiente de insulina (DMNID) de aparicién temprana y en la
tipo MODY, determinar si marcadores asociados a este gen pudieran ser
utilizados para el diagnéstico presintomatico.

c) Establecimiento de una base de datos con las caracteristicas
clinicas y genealégicas de l|as familias para estudios genéticos y
molecutares.

d) Definir en cuales familias es pertinente el estudio de otros genes, ya
sea asociados a MODY o a la DMNID de aparicion temprana y en cuales
familias pudiera mapearse genes nuevos.
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METODOLOGIA

En el estudio participaron las siguientes instituciones:
Instituto Nacional de Pediatria, SSA,

Centro Médico Nacional, “La RAZA", IMSS,

Instituto Nacional de Pediatria “Salvador Zubiran", SSA,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

A. SUJETOS ESTUDIADOS.

Se incluyeron en el estudio familias con diagnostico de diabetes no
dependiente de insulina de aparicion temprana, posibles MODY. Los pacientes
fueron captados en dos centros hospitalarios durante dos afios: Instituto
Nacional de Pediatria y el Centro Médico "LA RAZA". La obtencién de las
muesiras de sangre se hizo con el consentimiento de los participantes a través
de los médicos tratantes en cada institucion;

Recoleccion de familias. Se colectd informacion genealbgica asi como datos
clinicos de 24 familias con diabetes mellitus no dependiente de insulina de
aparicion temprana incluyendo tipo MODY

Curvas de Tolerancia a la Glucosa. Para establecer el patron de herencia
mendeliano tipico de las familias MODY (un padre afectado vy
aproximadamente 50% de hermanos afectados y de tios de la rama afectada.
se procedié a hacerles una curva de tolerancia a Ia glucosa a los padres
clinicamente no afectados y a los familiares que estuvieron dispuestos a que
se les hiciera el estudio (Centro Médico "La Raza”, IMSS; Instituto Nacional de
la Nutricién “Salvador Zubiran™)

Diagnostico de [a diabetes tipo MODY:

1) DMNID con herencia autésomico dominante en al menos dos
generaciones consecutivas: un progenitor afectado y 50% de los hermanos y
tios afectados (rama afectada),

2) edad de diagnostico igual o menor de 35 afios

3) al menos otro miembro afectado menor de 35 afos,

Determinacion de anticuerpos. A todos los pacientes se les hizo la
determinacién de anticuerpos anti-islote pancreatico (ICAs), y en algunos
pacientes se determind anticuerpos anti-GADs para investigar componente
autoinmune.
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Determinaciones Bioquimicas. En los pacientes en quienes se obtuvieron
muestras, se determiné insulina y péptido C para evaluar la reserva
pancreatica.

Andlisis de Mutaciones. Se analizaron mutaciones en el gen de ia enzima
glucocinasa a través de la técnica de PCR-SSCP 6 secuenciacion directa en al
menos un miembro afectado de cada familia.

Controles.

Para la estandarizacién de la técnica de PCR-SSCP, se utilizd ADN de un
paciente con una mutacion heterocigota conocida, prolina—leucina en el exén

1 del gene de la enzima 21 hidroxilasa.

Para el andlisis de PCR-SSCP se incluyeron 11 controles normales. Estos
controles son personas mayores de 60 afios no diabéticas que pertenecen a las
ramas no afecladas de las familias MODY.

28



B. DIAGRAMAS DE FLUJO.

En el siguiente esquema se muestra un diagrama de flujo de la metodologia
utilizada, y posteriormente se muestran log diagramas de flujo de cada técnica:

CAPTACION DE FAMILIAS

4

CARACTERIZACION CLINICA DE LAS FAMILIAS:

CURVAS DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA, TRATAMIENTO, IMC,
HIPERGLICEMIA AL DIAGNOSTICO, HIPERGLICEMIA DURANTE EL
TRATAMIENTO, COMPLICACIONES, ANTICUERPOS, PRESENCIA DE
CETOACIDOSIS. (TABLA 1, 2)

J

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS BIOLOGICAS:
MUESTRAS SANGUINEAS, SEPARACION DE LINFOCITOS

4 N

ESTABLECIMIENTO DE LINEAS “) AISLAMIENTO DE ADN
LINFOCITICAS INMORTALIZADAS

ALMACENAMIENTO

EN NITROGENO LIQUIDO j {

ANALISIS DE MUTACIONES:
PCR-SSCP Y SECUENCIACION

FIGURA 2. Diagrama de flujo de Ia metodologia utilizada,
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TRANSFORMACION DE LINFOCITOS.

SANGRE PERIFERICA

\

2 GRADIENTES
(FICOLL-HYPAQUE)

LINFOCITOS

\

CULTIVO CELULAR EN RPM!
SIN SFT (24 HRS)

ALIMENTAR CON RPMI + SFT
HASTA APARICION DE CUMULOS DE CELULAS

A Y
CONGELACION LISIS PARA OBTENCION
d DE ADN
LAVAR J
J PROTEINASA K-SDS
CONGELACION s
\2 INCUBAR TODA LA NOGHE
-20°C por 2 hrs 3
2 EXTRACCION CON FENOL
70°C TOIiA LA NOCHE
CONGELAR

(NITROGENO LIQUIDO)

FIGURA 2A. Se muestra el diagrama de flujo de la transformacion de
linfocitos a partir de sangre periférica.
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OBTENCION DE ADN A PARTIR DE SANGRE
TOTAL

Extraccién de sangre periférica

\

Lisis térmica (2)

\

Lisis con amortiguador de lisis (TTE)

\

Lavados

\

Lisis SDS + 5mM NaCl

\

Precipitado 5 M NaCi

y

ADN

FIGURA 2B. Se muestra el diagrama de flujo de la obtencién de ADN a partir de
sangre total.
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EXTRACCION FENOLICA

LISIS DE CELULAS EN CULTIVO CON PROTEINASA K
"
FENOL EQUILIBRADO 1:1
\

CLOROFORMO-ALCOHOL ISOAMILICO

!
PRECIPITAR (Ac Na + Et-OH)
l
ADN
V. \Y
ANALISIS MOLECULARES GUARDAR 4 °C

FIGURA 2C. Diagrama de flujo de !a extraccion con fenol.

32



TECNICA DE PCR-SSCP

ADN
3

ANADIR:
buffer 10X
o+

NTPs (G,A,T,C)
o+

dilucién de oligonucleotido sentido
+

dilucion de oligonucleotido antisentido
&+

albimina
1
MEZCLAR
{
ENZIMA TAQ POLIMERASA
\:

35 CICLOS DE AMPLIFICACION
Especificos para cada exén (Tm)

FIGURA 2D. Diagrama de flujo de Ia técnica de PCR-SSCP.
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SECUENCIACION

DILUCION DE ADN
1
oligonucleotido, dmso
A
AGITAR
\
INCUBAR 95 °C
\)
CONGELAR
\’
DESCONGELAR

\)

amortiguador de secuensasa +
DTT + mezcla de reaccion diluida +
marca + enzima secuenasa

{
INCUBAR A TEMPERATURA AMBIENTE
(MEZCLA DE REACCION)
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CONTINUACION DE LA SECUENCIACION

INCUBACION DE NUCLEOTIDOS
(POR SEPARADO)
(G,A,T,C)

!

ANADIR MEZCLA DE REACCION
(A CADA NUCLEOTIDO)

\

INCUBAR
3 min 48 °C

\

SOLUCION DE PARO DE REACCION
{a cada nucleotido)

.

CORRER EN GEL DE ACRILAMIDA
(desnaturalizar antes de correr a 95 °C)

\)

EXPONER Y REVELAR

FIGURA 2E. Diagrama de flujo de la técnica de Secuenciacion.
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C. DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-ISLOTE (ICAs).

A todos los pacientes se les determinaron los anticuerpos anti-ICAs, mediante la
técnica de ELISA (Estas determinaciones se llevaron a cabo por personai del
Institute Nacional de la Nutricion “Salvador Zubiran),

El suero sin diluir se analiza para ICA-lgG convencional a través de
inmunofluorescencia indirecta sobre secciones de 4 pum de pancreas humano,
como se ha descrito previamente (Bottazo et al, 1974). E| titulo de ICA en todos los
sueros se mide a través de diluciones seriadas en buffer de fosfato salino. El
mismo espécimen pancredtico se utiliza para analizar todos los sueros del
estudio. Cada ensayo incluye calibradores negativos, positivos y diluciones
séricas ciegas del mismo suero control positive y negativo. Se leen las secciones
por dos miembros del laboratorio. En el caso de discrepancia en los lectores se
hace una tercera lectura por un tercer miembro de! laboratorio.

D. DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-GAD.

A todos los pacientes se les determinaron los anticuerpos anti-ICAs, mediante la
técnica de ELISA (Estas determinaciones se llevaron a cabo por personal del
Instituto Nacional de la Nutricion “Salvador Zubiran®).

Acido glutamico-descarboxilasa marcada con biotina se fija a los pocillos de |a
placa de microdilucién recubiertos de estreptavidina. Los anticuerpos de la
muestra (suero o plasma) se fijan a la GAD. Se afaden anticuerpos anti-h-IgG
marcados con peroxidasa (POD) que se fijan a los anticuerpos anti-GAD. Se
afiade una solucién de substrato (peréxido) y cromégeno (ABTS) que se oxida
dependiento de la actividad POD del inmunocomplejo ABTS a un colorante cuya
adsorpcién se mide con un lector de placas de microtitulacion (ELISA Reader) a
405 nmyy, si es posible, a la longitud de referencia de 492 nm (Bjérk E, 1994)

E. CURVAS DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA.

Algunos de los padres y familiares de los pacientes que clinicamente eran
asintomaticos, se les hizo una curva de tolerancia a Ja glucosa, la cual se realizd
en el Instituto Nacional de [a Nutricién “Salvador Zubiran™; se le di6 al paciente o
familiar en ayunas una carga de glucosa oral de 75 gr. Se tomé una muestra de
sangre venosa en ayunas y cada 30 minutos se tomd una muestra (5 tomas en
total), y se determind la concentracién de glucosa.
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Por otro lado a algunos miembros de las familias estudiadas se les hizo curva de
tolerancia a la glucosa en su domicilio, en estos casos las curvas solo se hicieron
con 2 tomas de sangre Venosa, la primera en ayunas, ¥ la segunda a las dos
horas, y se determiné concentracion de glucosa.

P
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RESULTADOS

A. RECOLECCION DE FAMILIAS.

Se colecté informacion genealdgica asi como datos clinicos de 24 familias con
diabetes mellitus no dependiente de insulina de aparicion temprana, probables
MODY, lo que comprendié cerca de 1205 miembros. Se ha establecido hasta el
momento un repositoric permanente de linfocitos inmortalizados de
aproximadamente 150 lineas y se han extraido 230 muestras ADN.

B. SUJETOS Y FAMILIAS DE ESTUDIO.

El diagnostico inicial de las familias estudiadas era de DMNID de aparicion
temprana, probables MODY. Sin embargo estas familias se incluyeron en 4 grupos
distintos, después de analizar el tipo de herencia, presencia de DMNID y de
anticuerpos (FIGURA 2, TABLA 1, 2):

1) familias con DMNID con un claro patrén de herencia mendeliana autosémico
dominante (familias 1, 2, 3 y 4}, MODY clasicas;

2) familias con DMNID de aparicion temprana con posible herencia autosémico
dominante y penetrancia incompleta (familias 8, 9,10, 11, 12, 13, 14,15,16, 17, 18,
19,20, 21,22, 5,8, 7),

3) familias con DMNID de aparicién temprana, en donde existen familiares con
DMNID de edad adulta, tanto en la rama paterna como en la materna (familias 8, 9,
14, 15,18, 19, 20, 22 } y,

4) familias en donde el propésito presenta anticuerpos anti-islote pancreético (ICAs)
y anticuerpos anti-decarboxilasa del acido glutdmico (GADs), le que indica que
presentan DMID (familias 23, 24).

Las familias 1 y 2 tienen cerca del 50% de los miembros afectados al menos en
dos generaciones lo que apoya el patrén de herencia autosémico dominante. En la
familia 1 el padre del probando tiene DMNID de edad adulta, sin embargo la rama
materna presenta DMNID tipo MODY. El patrén de transmision en este pedigree es
también compatible con herencia materna (FIGURA 2),

De las familias diagnosticadas con DMNID de aparicién temprana con posible
herencia autosomico, 3 podrian ser clasificadas como MODY si el patron de herencia
autésomico dominante se confirma con la presencia de aproximadamente 50% de los
miembros afectados a través de realizar curvas de tolerancia a ia glucosa (CTG)

{pedigrees No. 5, 6, 7) (FIGURA 2). En las 15 familias restantes (8, 9, 10, 11, 12, 13,

14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22) no existe herencia autosémica dominante clara. Ensg
de estas familias, ambos padres de! proposito son diabéticos y la mayoria de los

probandos tienen sobrepeso o son obesos (8, 9, 14, 15, 18, 19, 20, 22) (TABLA 2).
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Los 2 probandos que se diagnosticaron con DMID (23, 24), requirieron rapidamente
insulina después del diagnéstico y ademas tienen anticuerpos anti-islote pancreatico
(ICAs) positivos.

C. CURVAS DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA.

Se realizaron 94 curvas de tolerancia a la gluccsa a padres y parientes, de las cuales
20 resultaron alteradas de acuerdo con el criterio de la ADA (1997}, 11 de las personas
analizadas se diagnosticaron como diabéticas y 9 como individuos intolerantes. Los
individuos diagnosticados como afectados se canalizaron con los médicos
endocrindlgos de cada institucién para tratamiento.

En las familias 1, 3 y 4 ia mayoria de los miembros de las generaciones mas
jévenes no han sido estudiados por curva de tolerancia a la glucosa (CTG). Todos
ellos son menores de 30 afos y actualmente asintomaticos, (TABLA 1)

D. DETERMINACIONES DE INSULINA Y PEPTIDO C.

Se hicieron determinaciones de insulina y peéptido C en 15 de los 24 pacientes
estudiados de acuerdo como se describe en material y métedos. Los valores obtenidos
se muestran en la TABLA 3.

Los pacientes 1, 6, 13, 14, 15, 16, 20, 21 presentaron cierto grado de resistencia a la
insulina lo cual estd de acuerdo con el diagnéstico de diabetes no dependiente de
insulina (DMNID), quienes en algtin momento broquimico de la enfermedad presentan
esta caracteristica. En el caso de la paciente No 8, no se hizo determinacion de
insulina porque requeria insuling exogena lo que estaba de acuerdo con la poca
reserva pancreatica de la paciente (0.05 nU, V.N. 04 3 0.6 rU); en los pacientes 7, 10,
11, 23, 24, los valores de insulina {> 25 pU) y péptido C son normales (V.N: 04306
pU), lo que indica que tienen reserva pancredtica, ademas no presentan
hiperinsulinemia, lo que va de acuerdo con un tipo de diabetes no agresivo. E} paciente
3 tiene insulina normal, y ICAs negativos; este paciente se clasificd como MODY
clasico (herencia autosomico dominante).
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TABLA 1
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES

DIABETES TIPO MODY

GLICEMIA EN | GLICEMIA EN
AYUNAS AL AYUNAS
PACIENTE | EDAD X OTROS IMC [DIAGNOSTICO| DURANTE |COMPLICACIONES |IcAs |CETOACIDOSIS
DX | INSULINA T, (mgrdi) TRATAMIENTO
{mg/dt}
1.-CCE 13 . dieta 22.6 250 180 - - -
2. COM 13 - dietarejercicio | 18.3 364 85 - - -
3-CTA 17 . dieta 3tz 280 70 - - -
4. MAG 14 - ejercicio | 17.2 210 120 - .
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TABLA 2
CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES
DMNID DE APARICION TEMPRANA

GLICEMIA EN | GLICEMIAEN
AYUNAS AL AYUNAS
PACIENTE JEDAD TX OTROS IMC | DIAGNOSTICQ DURANTE COMPLICACIONES | I1CAs CETO-
DX JINSULINA X {mg/dI) TRATAMIENTO ACIDOSIS
(mg/dl)
5.- MSG 12 - dieta 36.3 225 95 - - -
6.- SRM 15 + - 18.4 400 120 - - +
7.-BCJ 13 + dieta 18.5 360 80 - - -
8.- CVJ 11 + - 28 250 a0 - - +
9.- HJL 11 - dieta 38.4 280 95 - - -
10.-CJC 12 + hipoglucemiantes | 23.8 500 90 cataratas - -
11.-MHH 13 - dieta 25.9 342 95 - - -
12.-MBI 16 - dieta+ejercicio 21.3 380 80 - - -
13.-QGR 10 + - 25.6 444 180 - - +
14. RGG 13 + dieta 30.4 350 250 - - -
15,-AGF 09 + - 19.5 398 62 - - -
16.-MCB 12 - dieta 27.3 400 35 - - -
17.-8HG 15 - hipoglucemiantes | 28.2 300 145 - - -
18.-RZA 13 + dieta 27.7 180 80 - - -
19.-SEJ 13 + - 27.2 220 93 - - -
20.-8CW 14 + - 26.1 750 80 - - +
21.-0JA 13 + - 24.5 280 80 - - -
22.5TC 12 + - 18.6 400 250 - - -
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, TABLA 3
CARACTERISTICAS CLINICAS E INMUNOLOGICAS

DE ALGUNOS PACIENTES

PACIENTE INSULINA ulimi FEPTIDO C AC.GAD AC. ICAs
ul

endogena exogena
t.-CCE 189 1.2
2.-COM
3.CTA 176 iy
4-MAG -
5.-M3G ] i
6-SRM 2.4 066 -
7-BCJ 19.7 + 051 - -
8.-CVJ - + 005 + -
8.-HJL -
1G.-CJC 12.2 + 0.42 -
11.-MHH 16.2 0.48 - -
12.-M8I -
13.-QGR 348 - 081 - -
14-RGG ar3 + Q.94 - -
15.-AGF 30,40 + 083 '
16-MCB 292 - 065 -
17.-BHG .
18.-RZA .
19-SEJ - , -
20-$CW 79 07 . -
21.-0JA 322 + 0.85
22-5TC - -
23.-HAD 11.1 0.31 - +
24.-RVJ 271 + 057 + +

Valores Normales: Insulina en ayunas:25 uU; Péptido C: de 0.4 a 0.8 ul:
Ac-GAD, Ac-ICAs: Negativos
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E. ANTICUERPOS ANTI-ISLOTE PANCREATICO {ICAs).

Se determinaron titulos de anticuerpos anti-islote pancreatico a todos los pacientes y 3
fueron positivos {No. 4, 23, 24). Uno de los pacientes con ICAs positivos pertenece a
una familia con patrén de herencia autosémico dominante (FIGURA 2, No. 4), los otros
dos pacientes ICAs+ fueron diagnosticados como dependientes de insulina (No. 23, 24)

F. ANTICUERPOS ANTI-DECARBOXILASA DEL ACIDO GLUTAMICO
(GAD).

Se determinaron titulos de anticuerpos anti-GAD en 11 pacientes, 3 fueron positivos (8,
23, 24) (TABLA 3).

La paciente No. 8 aparentemente presenta herencia autosémico dominante, su madre y
su abuela materna tienen diagnostico de DMNID de edad temprana (FIGURA 2, No. 8),
falta hacer curvas de tolerancia a la glucosa en algunos familiares para establecer si
existe aproximadamente 50% de miembros afectados en la rama “MODY".

Los pacientes No. 23 y 24 también presentan los anticuerpos anti-islote pancreatico
positivos (ICAs), y presentaron caracteristicas clinicas compatibles con DMNID, por lo
cual se diagnosticaron con DMID.

G. ARBOLES GENEALOGICOS.

Se hicieron 24 arboles geneal6gicos mediante el interrogatorio a los familiares del
proposito, y se muestran en la FIGURA 3. En los arboles genealogicos se presentan
los siguientes simbolos:

Individuo normal (sin manifestaciones clinicas de diabetes, sin curvas de
tolerancia a la glucosa): [}

Individuo normal (con curvas de tolerancia a la glucosa): B8
Individuo anormal: =

Individuo con DMNID de aparicién tardia: [

Individuo con DMNID de aparicién temprana: [}
(incluye tipo MODY):
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H. FAMILIAS CLASIFICADAS COMO MODY.

Al menos 4 de los 22 familias con DMNID de aparicion temprana pueden clasificarse
como MODY (Fajans., 1990) (1, 2, 3 y 4)FIGURA 3), porque presentan los cuatro
criterios necesarios para este diagnostico.

En las familias 1, 3 y 4 Ia mayoria de los miembros de las generaciones mas
jbvenes no han sido estudiados por curva de tolerancia a la glucosa (CTG). Todos
ellos son menores de 30 afos y actualmente asintomaticos.

I. HERENCIA MATERNA.

De las 24 familias afectadas en 10 casos la madre es diabética (41.6%), en 7 casos el
padre del probando es digbético o intolerante {29.1%), en 4 casos ambos padres estan
alterados (16.66%) y en tres casos aparentemente ninguno de los padres estd afectado
(12.5%). La frecuencia de la madres diabéticas con respecto a los padres diabéticos es
mayor, lo que va de acuerdo con lo reportado, aunque la frecuencia es mucho més alta
en poblaciones caucasicas (18.2% en madres y 9.1% en padres){Domer GA,
1975,1976).

Entre las familias con madres diabéticas existen 4 en donde hay 3 generaciones de
madres diabéticas, y el padecimiento no parece transmitirse via paterna, lo que sugiere
herencia mitocondrial (familias 1, 4, 5, 9) {FIGURA 3).

J. PERFIL CLINICO Y BIOQUIMICO DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS.

El perfil clinico y fenotipico de los pacientes se muestra en la TABLA 1, en donde se
presenta: edades de los pacientes, tratamientols, indice de masa corporal (IMC),
glicemias al diagnostico y durante el tratamiento, complicaciones, anticuerpos anti-
islote, presencia o no de cetoacidosis. Los arboles genealogicos correspondientes a
las familias estudiadas se muestra en la FIGURA 3 (24 arboles genealdgicos).

Edad de diagnéstico.

El promedio de la edad de diagnéstico de todos nuestros pacientes es de 12.8 afios.
La edad promedic de diagnostico del grupo de pacientes MODY (1. 2, 3, 4) es de
14.6 +/- 2.1 afios, (TABLA 4). La edad promedio de diagndstico de los pacientes
mexicanos con DMNID de aparicién temprana es de 12.7 +/- 1.6.

Hiperglicemias.
Et valor promedio de las hiperglicemias ai diagnéstico en el grupo de pacientes es
de 344 mg/dl y durante el tratamiento es de 113 mg/dl; en el grupo de pacientes
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MODY (1, 2, 3, 4) las hiperglicemias en ayunas tienen un promedio de 113.75 +/-
48.88 mg/dl, (TABLA 4).

En TABLA 4 se muestran los valores de edad de diagnéstico y de hiperglicemias de
los pacientes MODY y de los diabéticos no dependientes de insulina de aparicion
temprana asi como de los pacientes.

TABLA 4
Edades de diagnéstico e hiperglicemias
de pacientes con DMNID de aparicion temprana y MODY

MODY DMNID
Caracteristica mexicanos aparicion
temprana
edad de
diagnostico 14.6 + 2.1 12.7 + 1.65
{afos)
hiperglicemia 142.2 + 55.8 113 +53.93
{mg/dl)

Presencia de obesidad

Mas del 50% de los pacientes presentan obesidad o sobrepeso y del grupo de
pacientes MODY solamente uno de ellos {No. 3) presenta obesidad. Once de los 18
pacientes no dependientes de insulina de aparicion temprana son obesos o
presentan sobrepeso (5, 8, 9. 11, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 20)(TABLA 2)

Tratamiento.

Tres pacientes MODY No. 1, 2, 3 no requieren insulina, tienen como tratamiento
dieta ylo ejercicio; solamente fa paciente No. 4 requiere insulina. De los 18
pacientes con DMNID de aparicién temprana, 12 (66%) requieren o han requerido
de insulina en algun momento de su enfermedad (6, 7, 8, 10, 13, 14, 15, 18, 19, 20,
21, 22) y ademds el paciente No. 10 ha sido tratado con agentes hipoglucemiantes
orales; el paciente No. 17 se trata con agentes hipoglucemiantes orales; los 5
pacientes no dependientes de insulina restantes (5, 9, 11, 12, 16) son tratados con
dieta yfo ejercicio; los pacientes 23, 24 se diagnosticaron como dependientes de
insulina (anticuerpos anti-islote y anti GAD positivos), en estos pacientes la funcién
de los islotes se encuentra severamente dafada lo que hace que los niveles de
insulina endégena estén reducidos o ausentes (TABLA 1, 2).

En la mayoria de los pacientes en quienes se ha requerido tratamiento eventual con
insulina, se ha debido a que ellos no siguen adecuadamente la dieta prescrita, lo
que hace dificil la interpretacidn del perfil bioguimico.

Diabetes tipo MODY con autoinmunidad asociada.
S6lo una paciente con diagnéstico de DMNID presenta autoinmunidad asociada
(No. 8) (Tabla 2); tiene cerca de 9 afios de evolucién y por aproximadamente 4 arios
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ha requerido insulina; tiene disminuida la reserva pancreatica (0 05 uU de péptido
C). lo que puede atribuirse al tiempo de evolucion tan prolongado, ademas la
paciente  presentd anticuerpos  anti-GAD  positivos, habria que analizar
cuidadosamente a la familia completa con curvas de tolerancia a |a glucosa para
confirmar el tipo de herencia auvtosémico dominante y ademas las caracteristicas
clinicas de los familiares afectados, para asegurarse que se lrata de una paciente
“tipo MODY" y no de una paciente con diabetes no dependiente de insulina de
aparicion temprana asociada a un componente autoinmune,

El perfil clinico de la paciente 4 (TABLA 1) es muy interesante, es un “MODY
clasico” y presenta anticuerpos anti-islote (ICAs) positivos, ademas no requiere
insulina desde el diagnéstico hace tres anos, sin embargo habria observar como
eveluciona con el transcurso del tiempo.

El fenotipo de las pacientes No. 4 podria ser una variante de los pacientes MODY
clasicos descritos por Fajans {Fajans, 1990), miembros del pedigree caucdsico RW,
quienes no desarrollaron autoinmunidad, la cual fue medida por la presencia de
ICAs

K. BUSQUEDA DE MUTACIONES.
ANALISIS DE PCR-SSCP.

Controles Positivos, Dado que no se contaba con controles positivos {muestras de
ADN de pacientes con mutaciones en el gen de la glucocinasa para ¢l analisis de PCR-
SSCP, |a sensibilidad de Ia técnica se probo utilizando ADN de un paciente portador de
deficiencia de 21-hidroxilasa eon una mutacién heterocigota conocida en el exén 1
donde hay un cambio de una prolina—leucina; en la FIGURA 4 podemos observar un
experimento de PCR-SSCP en donde se observa [a diferencia en migracion del alelo
mutado.

Por otra parte, el exon 7 es el exén con mayor incidencia de mutaciones (~50%) en

el gen de la enzima glucocinasa en la poblacion MODY francesa (Froguel P, 1993);
se secuencio directamente éste exdn en todos los pacientes y ademas se hizo
técnica de PCR-SSCP para el mismo exon, y por medio de las dos técnicas no se
encontraron mutaciones.

Al analizar la region 3° del gen de la glucocinasa en los pacientes, se encontré un
cambio de migracion. Se secuencié ésta regién, y se identificé un cambio puntual de
una G por A en el nucledtido 361 3" dei codon de paro. Para diferenciar si se trataba de
un polimorfismo o de una mutacién asociada a la enfermedad. Se procedié a analizar
con la técnica de PCR-SSCP a 11 personas “sanas’ mayores de 60 afios
pertenecientes a la rama no afectada de las familias MODY para la presencia de ese
cambio y encontramos el cambio en migracion en 4 de 11 muestras, con lo cual se
demostré que se trataba de un polimorfismo; ademds de ésta manera confirmamos que
mediante el andlisis de PCR-SSCP podiamos detectar cambios de secuencia
(mutaciones y polimorfismos). -
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Figura 4. Deteccion de una mutacion heterocigota conocida en el gen de la enzima 21
hidroxilasa por medio de la téchica de PCR-SSCP. «:cambio en migracion. H: paciente
con mutacion heterocigota, C: control normal. En el carril No. 1 se observa la muestra
de un paciente heterocigoto y en el camil No. 2 se observa un control normal. El
fragmento analizado es de 120 pb.

Todos los andlisis de PCR-SSCP del gen de la glucocinasa se hicieron en dos
condiciones, una con glicerol al 10% (A) y otra sin glicerol (B), ambas a temperatura
ambiente.

De la Figura 5 a la 13 se muestran los PCR-SSCP de los excnes 1a, tb, 1¢, 2,
3,4, 5, 6,7 en 24 pacientes. En ningln caso se observo cambio en la migracion de los
pacientes comparandolos con la de los controles normales {N), C es el control sin
desnaturalizar.

I 2345 67 891011121314151617181920 2122 2324 NN C
i e i T N
g - o R N oy e c e

-“M‘__

Figura 5.(A) PCR-SSCP con glicerol del EXON 1a.
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1 789 101112 13141516171819202122 2324 N C

(B) PCR-SSCP sin glicerol del EXON 1a.
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Figura 6. (A) PCR-SSCP con glicerol del EXON 1b
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(B) PCR-SSCP sin glicero! del EXON 1b
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Figura 7..(A) PCR-SSCP con glicerol def EXON 1ic
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(B) PCR-SSCP sin glicerol del EXON 1c
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(B) PCR-SSCP sin glicerol del EXON 2
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Figura 9. (A) PCR-SSCP con glicerol del EXON 3.
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Figura 11 (A) PCR-SSCP con glicerol del EXON 5
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(B) PCR-SSCP del EXON 5 sin gliceral
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Figura 12. {A) PCR-SSCP con glicerol del EXON 6
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(B) PCR-SSCP sin giicerol del EXON 6.
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Figura 13 (A) PCR-SSCP con gticerol del EXON 7.
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(B) PCR-SSCP sin glicerol del EXON 3.
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Figura 10. (A) PCR-SSCP con glicerol del EXON 4.
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{B) PCR-SSCP sin glicerol del EXON 4
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(B) PCR-SSCP sin glicerol del EXON 7

De la Figura 14 a la No. (A y B) se observan los expernmentos de los exones 8,
9y 10, en donde tampoco no detectamos ningun cambio en la rigracion de los alelos
lo cual nos sugiere no existe mutaciones.

Figura 14 (A) PCR-SSCP con glicerol del EXON 8



(B} PCR-SSCP sin glicerol del EXON 8.
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Figura 15 (A) PCR-SSCP con glicerot def EXON 9.
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{B) PCR-SSCP sin glicerol del EXON 9
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Figura 16. (A) PCR-SSCP con glicerol de! EXON 10
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(B) PCR-SSCP sin glicerol del EXON 10.

El analisis de PCR-SSCP de al menos un individuo de cada familia demostré que no
existen mutaciones en ninguno de los exones analizados o en la regién de union
intrénfexdn. Se detectd un polimorfismo en la regién 3° (Figura 17) dei gen (nuclectido
361 37 del coddn de terminacion) en 4 de los 24 pacientes y en 3 de 11 controles no
diabéticos con edad de 60 afios (Figura 18). El cambio de nucleétido (G—A) se
observo por secuenciacion directa en ésta region indicando que el andlisis de PCR-
SSCP es capaz de detectar alteraciones debido a un solo cambio de nucledtido.
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Figura No. 17. Deteccion de un polimorfismo en |a region 3° no codificante del gen de
la enzima glucocinasa en algunos de los pacientes MODY (Técnica PCR-SSCP). La
flecha (< ) muestra los cambios de migracion en algunos alelos debido a la presencia
de un polimorfismo.

56 789 1011C
- et o

o ’ e

Figura 18 Analisis de controles no diabéticos en la region 3" Se amplificaron las
regiones 3" con los oligonucleotidos descritos en el capitulo de metodologia en 11
individuos no diabéticos mayores de 60 arfios pertenecientes a las familias MODY:

cambio de migracion

67



Figura 19. Secuenciacion de la region 3’ en donde se encontré cambio de migracién
por la técnica de PCR-SSCP. Se puede abservar un cambio de G por A

En la Figura 20, podemos observar un gel representativo de la secuenciacion de! exon
siete de algunos de los 24 pacientes Debido a que casi el 40% de las mutaciones
reportadas en el gen de la enzima glucocinasa se encuentran en el exén 7, ademas de
la técnica de PCR-SSCP, el exén 7 se analizd por secuenciacidén directa. No se
detectaron deleciones, inserciones o mutaciones puntuales en ninguno de los
pacientes estudiados. Tampoco se identificaron polimorfismos de secuencia
previamente reportados,

SECUENCIACION DEL EXON 7

GATCGATCGATCGATC

!

Figura 20. Gel representativo que muestra un fragmento de la secuencia del exon 7 en
algunos pacientes.
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CONCLUSIONES

LOS OBJETIVOS LOGRADOS SON LOS SIGUIENTES:

A. Principal.

De las familias con diabetes mellitus no dependientes de insulina de
aparicién temprana incluyendo tipo MODY captadas en el laboratorio
durante 2 afios, determinar cuales tienen mutaciones enn el gene de Ia
enzima glucocinasa, asi como el tipo de mutaciones presentes.

Se captaron 24 familias con diagnostico de diabetes mellitus no dependiente
de insulina de aparicién temprana, de los cuales 4 son MODY “clasicos”. Se
buscaron mutaciones en el gene de ia enzima glucocinasa en al menos un
miembro de cada familia (paciente) mediante el analisis de PCR-SSCP ylo
secuenciacién directa a partir de productos de PCR, y no se detectaron
mutaciones, solamente se detecté un polimorfismo en la regién 3" que
correspondia a un cambio de GA.

B. Secundarios.

a) Establecimiento de un repositorio de lineas linfociticas
inmortalizadas para el mapeo y caracterizacién de genes jnvolucrados en el
desarrollo de Ia DMNID.

Se estableci6 el repositorio de lineas linfociticas inmortalizadas, hasta el
momento se cuentan con 150 muestras, y se siguen captando muestras de
tos familiares cooperadores, con las muestras que se tienen se pueden
mapear genes involucrados en la diabetes en 4 familias.

b) A través de definir si el gene de la glucocinasa ests involucrado en
la diabetes no dependiente de insulina (DMNID) de aparicién temprana y en
la tipo MODY, determinar si marcadores asociados a este gene pudieran ser
utilizados para el diagnéstico presintomstico.

Al no encontrar mutaciones en el gene de la glucocinasa en las familias

estudiadas, no es pertinente utilizar los marcadores asociados a este gene
en el diagnéstico presintomético,

c) Establecimiento de una base de datos con caracteristicas clinicas y
genealbgicas de las familias para estudios genéticos y moleculares.
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Se estableci6 la base de datos de las familias con las caracteristicas clinicas
y genealdgicas lo que ha sido de gran importancia para el estudio genético y
molecular de los pacientes. Constantemente se siguen incluyendo datos
nuevos en la base de datos.

d) Definir en cuales familias es pertinente el estudio de otros genes,
ya sea asociados a MODY o a la DMNID de aparicién temprana y en cuales
familias pudiera mapearse genes nuevos.

Al no encontrar mutaciones en el gene de la enzima dlucocinasa, el
paso siguiente en la caracterizacién molecular de las familias es la
busqueda de los genes nuevos asociados a MODY: TCF1 y TCF14. Por otra
parte contamos con 4 familias (1, 4, 5, 9) con probable herencia materna
seria conveniente buscar mutaciones mitocondriales en ellas. Mas del 50%
de nuestras familias tienen sobrepeso o son obesas (3, 5,8,9 11, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 22) por lo cual los genes reportados asociados a la
obesidad son buenos candidatos para buscar asociacién en familias
mexicanas. Contamos con cuatro familias (1, 8, 11, 14) en donde las
caracteristicas de sus pedigrees las hacen candidatos para mapeo de genes,
lo cual seria importante realizar ya que las caracteristicas clinicas de
nuestros pacientes son diferentes a la de los MODY y es probable encontrar
un nuevo loci asociado a MODY especifico de poblacién mexicana.

El hecho que no se haya reportado asociacién con gran numero de genes
candidato en otras poblaciones con no excluye la posibilidad que en alguna
de las familias mexicanas pudiera haber asociaciéon con alguno de ellos.
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DISCUSION

No se detectaron mutaciones en la regién codificadora ni en las uniones
intron-exon del gene de la enzima glucocinasa en ninguna de las 22 familias con
DMNID de aparicién temprana incluyendo al menas 4 familias MODY, utilizando
para el analisis ensayos de PCR-SSCP. Aunque es posible todavia que existan
mutaciones en la regién reguladora no codificante del gene, no existe evidencia
previa de la existencia de mutaciones en la region reguladora en los pacientes
MODY reportados en la literatura. Todos los pacientes franceses que mostraron
union génica con marcadores polimérficos cerca del locus de la glucocinasa
tienen mutaciones dentro de la regidn codificadora de! gene 6 dentro de las
secuencias consenso de procesamiento de RNAm (Frogue! P, 1993). El analisis de
ligamiento utilizando marcadores cercanos al locus de la glucocinasa podria ser
util para saber si es posible que existan mutaciones en la region reguladora o en
las regiones no codificantes, en las familias que son informativas para estudios
de ligamiento,

La ausencia de cambios de migracion en el analisis de PCR-SSCP del gene de la
enzima glucocinasa en la poblacion estudiada, sugiere que la glucocinasa no
actuia como un locus mayor en ia susceptibilidad para desarrollar diabetes en las
familias con DMNID de aparicién temprana y que tampoco es el responsable en
las familias MODY estudiadas, este hallazgo no excluye la posibilidad de
encontrar alguna mutacién asociada a estas patologia estudiando un ndmero
mayor de individuos; pero debido a que Ia coleccion de las familias se hizo a
través de dos Hospitales de concentracion de la ciudad de México durante 2
anos, no seria probable encontrar que las alteraciones en este gene fueran
comunes.

ANALISIS DE PCR-SSCP.

Al iniciar éste estudio una limitante fue no tener acceso a muestras de
DNA de pacientes con mutaciones en el gene de la glucocinasa, para el
establecimiento de las condiciones de deteccion de mutaciones a través de
SSCP. Se decidid entonces establecer el ensayo utilizande un amplificado de
120 pb proveniente de DNA genomico total de un paciente con una mutacion
heterciga en el exdén 1 del gen de la enzima 21-hidroxilasa. La FIGURA 4
muestra el ensayo de PCR-SSCP para esta muestra donde se observa una
diferencia en la migracion del alelo mutado. Para el exén 7 donde han sido
reportadas la mayoria de las mutaciones en poblacién MODY francesa se
aplicaron dos estrategias diferentes para su andlisis: ademas de las ensayos de
PCR-SSCP este exdn fue secuenciado en todos los pacientes, obteniendo
resultados congruentes con ambas estrategias.

71



Por otra parte al analizar la region 3" del gene en nuestros pacientes
encontramos un cambio de migracion a través de SSCP. Al secuenciar ésta
regidn se identificc un cambio puntual heterdcigo de una guanina por una
adenina {G—A) en el nucledtido 361 a partir del codon de paro. Para determinar
si este cambio de secuencia podia tratarse de una mutacién, se analizaron por
medio de PCR-SSCP a 11 personas sanas (no diabéticas) mayores de 60 aiios,
encontrando el cambio de migracion en 4 de 11 muestras, sugiriendo que se trata
de un polimorfismo,

De ésta manera confirmamos que mediante el andlisis de PCR-SSCP podiamos
detectar cambios de secuencia, tanto mutaciones como polimorfismos.

De acuerdo como agrupamos los sujetos estudiados, A) MODY, B) Posibles
MODY, C) DMNID de aparicion temprana y D) DMID; se puede pensar que
mientras para los grupos A y B el padecimiento es posiblemente debido a la
alteracion de un solo gen (monogénico) en el grupo C es probable que el
padecimiento se deba a la combinacién de varios genes alterados (formas
poligenicas).

Al iniciar el estudio, se captaron cerca de 30 familias con diagnéstico clinico de
diabetes mellitus no dependiente de insulina tipo MODY:; |la gran mayoria de las
familias contaban solamente con el propdsito y los padres, y en algunos casos el
probando, los hermanos y los padres; las familias con un numero tan pequefio de
miembros no son Utiles para el analisis genético, por ejemplo para determinar si
presentaban herencia de tipo autosémico dominante (una caracteristica
fundamental de las familias MODY), esto es la madre o el padre afectados, y
aproximadamente el 50% de los hermanos del proposito afectados, también
aproximadamente 50% de los tios afectados en la rama *MODY". Lo que
procedimos a hacer fue a extender los arboles genealdgicos de nuestras familias
mediante interrogatorios a los padres de los pacientes o a algun familiar adulto;
esto se hizo via telefénica, personalmente en el consultorio médico o
directamente en el domicilio de la familia afectada; ademdas de ésta manera
también se captaron muestras adicionales de sangre de los familiares (afectados
y sanos). Con ésta estrategia se extendieron las familias y en algunas de ellas se
demostré el patron de herencia autosémico dominante (No. 1, 2, 3 y 4). A los
padres aparentemente no afectados de los pacientes se les hizo una curva de
tolerancia a la glucosa, y también a algunos miembros de las familias
cooperadoras. £En la mayoria de los miembros de las familias no se ha hecho ain
éste estudio y se siguen realizando curvas de tolerancia a la glucosa a los
familiares.

Conforme fue avanzande el estudio, algunos de los pacientes desarrollaron
dependencia a la insulina (3} y en otros casos los pacientes no volvieron a la
consulta médica (3) por lo que se realizd el estudio genético solamente en 24

familias.
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Con los datos que obtuvimos tanto de nimero de familiares afectados con
respecto a los sanos y con ios datos de las curvas de tolerancia a la glucosa, en
la mayoria de las familias no se puede demostrar hasta el momento herencia
autosomico dominante. La ausencia de individuos afectados en las famitias con
mayor numero de miembros puede deberse a la baja penetrancia del gene
involucrado; como estad descrito la expresion fenotipica de! genotipo diabético
parece estar modificada por una variedad de factores ambientales, los cuales
incluyen dieta, obesidad, infeccion y actividad fisica asi como sexo y paridad. Los
diabéticos no dependientes de insulina obesos pueden perder todos los signos
clinicos y quimicos de la enfermedad si su peso retorna a lo normal. Esto dificulté
en gran medida el estudio genético molecular, ya que debido al poco nimero de
familiares afectados y al numero tan pequefio de individuos estudiados por CTG,
la mayoria de las familias con diabetes no dependiente de insulina de aparicion
temprana y no con diabetes tipo MODY.

HERENCIA MATERNA

La frecuencia de la madres diabéticas con respecto a los padres diabéticos es
mayor, 10 que va de acuerdo con lo reportado, aunque la frecuencia es mucho
mas alta en poblaciones caucasicas (18.2% en madres y 9.1% en padres)(Domer
GA, 1975,1976). En las familias con posible herencia materna, la enfermedad
podria estar asociada a alguna mutacion mitocondrial (herencia materna).

CARACTERISTICAS CLINICAS Y FENOTIPICAS QUE DISTINGUEN A LOS
PACIENTES CON DMNID DE APARICION TEMPRANA Y MODY MEXICANOS.

Edad de diagnéstico. La edad promedio de diagnostico de nuestro grupo de
pacientes MODY es de 14.6 +/- 2.1 afios, la cual es mayor que la que presentan
los pacientes MODY franceses con mutaciones en el gene de la glucocinasa, la
cual es de 7 +/- 4 afos, esto estd de acuerdoe con el no haber enconirado
mutaciones en el gene de la glucocinasa en dichas familias.

Hiperglicemias. En el grupo de pacientes MODY las hiperglicemias en ayunas
tienen un promedio de 113.75 +/- 48.88 mg/dl , si comparamos este valor con el
promedio de hiperglicemias en ayunas de los pacientes MODY franceses ligados
al cromosoma 7 (MODY2)(126 +/- 14.4 mg/dl}, al cromosoma 12 {(MODY3) (91 +/-
25.6 mgfdl mg/dl} (Vaxillaire ef al, 1995), y a ios MODY ligados a cromosoma 20
(MODY1), en donde los pacientes tienen hiperglicemias mucho mas severas
{140-366 mg/dl), y también muestran requerimiento por insulina y/o agentes
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hipoglucemiantes orales y cerca del 25% presentan obesidad (Fajans S $,1990),
podemos observar que las glicemias en los pacientes mexicanos no son severas,
y en apariencia son parecidas a la de los pacientes franceses asociados a
cromosoma 12.

Tratamiento. Tres pacientes MODY no requieren insulina y tienen como
tratamiento diela y/o ejercicio. Esta caracteristica los hace parecidos a los
pacientes franceses ligados a cromosoma 12 (MODY3). Unicamente la paciente 4
requiere insulina. Aproximadamente el 30% de los pacientes reportados ligados a
MODY1 tienen esta caracteristica. Esta paciente podria tener mutaciones en TCF
14 ya que muestra ademas hipergiicemia en el rango de lo reportado para los
pacientes ligados a este locus. De los 18 pacientes con diabetes no dependiente
de aparicién temprana 12 requieren o han requeridoc de insulina en algun
momento de su enfermedad. En la mayoria de los casos en quienes se ha dado
tratamiento con insulina, este se ha implementado ya que los pacientes no siguen
adecuadamente la dieta prescrita. Esto puede complicar la interpretacion de su
curso clinico ya que en la mayoria de los casos no puede asegurarse que el
paciente no hubiese respondido a otro tipo de terapia.

Curvas de Tolerancia a la Glucosa. Se han hecho CTG en algunos miembros
de nuestras familias y se encontraron 20 individuos afectados. E! diagnéstico de
estos individuos es de suma importancia ya que comienzan seguir un tratamiento
adecuado relativamente temprano y de esta manera se previenen o retardan las
complicaciones caracteristicas de la enfermedad. Varios estudios sugieren que
entre el 15% y el 60% de las personas clasificadas como intolerantes se haran
diabéticos en un rango de 5 a 10 afios después de su diagnéstico (O Suflivan JM,
1980; Sartor G, 1980; Meiton LJ, 1983). Para estudios de ligamiento genético los
individuos intolerantes se consideran come afectados.

Complicaciones. Ninguno de nuestros pacientes MODY presenta
complicaciones, y solamente una de los pacientes con diabetes no dependiente
de insulina de aparicion temprana presenta complicaciones (No. 10), elia
desarroll6 cataratas a los dos afios del diagndstico; su hiperglicemia, el tipo de
herencia es probablemente autosémico dominante, falta determinar CTG en
familiares, y en el caso de corroborar su herencia mendeliana, el perfil de la
paciente seria compatible con el de los pacientes ligados a los cromosomas 12
(MODY3) o 20 (MODY1),

Es importante dar seguimiento a las familias estudiadas para observar en un
momento dado que tipo de complicaciones pudieran desarrollar, por lo que se
tendrian que hacer distintos estudios longiludinales tomando en cuenta que
existe una relacion estrecha entre el locus asociado a la enfermedad y las
caracteristicas clinicas.
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De acuerdo con lo reportado, una dieta con menos grasa animal y mas
carbohidratos complejos y el aumente de gjercicio, puede proteger a los
pacientes del desarrolio de complicaciones.

Presencia de obesidad. £l 61% de los pacientes con DMNID de aparicion
temprana presentan obesidad o sobrepeso y del grupo de pacientes MODY
solamente uno de eilos (3) presenta obesidad, una caracteristica fenotipica que
no presentan los pacientes MODY franceses ligados a glucocinasa (MODY 2) y
es muy poco frecuente entre los pacientes ligados a cromosoma 20 (MODY 1).
En estas familias se estan analizando también marcadores asociados a los
cromosomas 2, 6 y 11 previamente asociados a diabetes en la poblacién mexico-
americana, la cual tiene una alta prevalencia de obesidad.

REQUERIMIENTO VS DEPENDENCIA DE INSULINA.

El requerimiento de insulina se define como la inhabilidad para prevenir |a
hiperglicemia en ayunas con una terapia de dieta y dosis maximas de
hipoglucemiantes orales. Este requerimiento no refleja un fenémeno autoinmune.
De los 4 pacientes MODY solamente 1 ha requerido insufina (4), vy de los 18
pacientes no dependientes de insulina el 66.6% requieren o han requerido
insulina. Solamente 2 pacientes (23,24) son dependientes de insulina, no
producen insulina por lo cual dependen de la insulina exégena para sobrevivir, en
estos pacientes la funcién de los islotes se encuentra severamente dafada lo que
hace gque los niveles de insulina endogena estén seriamente reducidos o
ausentes; esta destruccion de los islotes se encuentra asociada a un fenémeno
autoinmune donde existe presencia de anticuerpos anti-isiote pancreatico (ICAs)
y anti-GAD.

Los pacientes que son requerientes de insulina, necesitan de la insulina cuando
tienen aigin descontrol metabdlico o son incapaces de normalizar su glicemia
con dieta, ejercicio o hipoglucemiantes orales, pero todavia tienen capacidad de
sintesis y secrecion de insulina, aunque estas estén disminuidas.

No sabemos si los pacientes MODY mexicanos tienen defecto en la secrecion de
insulina como se ha demostrado en los pacientes MODY franceses con
mutaciones en el gene de la glucocinasa (Froguel et al., 1992;Velho et al 1992) o
como los que muestran ligamiento con marcadores en el cromosoma 20 (Fajans et
al, 1990). Tampoco se ha evaluado en la mayoria de nuestros pacientes la
reserva pancreatica ni el grado de resistencia a la insulina.

DIABETES TIPO MODY CON AUTOINMUNIDAD ASOCIADA.



La DMID y la DMNID no son desordenes raros y su co-ocurrencia af azar no seria
del todo extrana. Ya que MODY no se asocia con antigenos HLA (antigenos de
histocompatibilidad) y tiene una historia natural de progresién diferente que la
DMID, es improbable que MODY y DMID tengan un fondo patogénico comdn.
Ningunc de los pacientes MODY reportados (tanto 1, 2 y 3 y no-1, 2,3) se han
asociado a autoinmunidad. En nuestro grupo de pacientes con DMNID de
aparicidn temprana, solamente No. 8 (TABLA 2), la cual tiene cerca de 9 afios
de evolucion, por aproximadamente 4 afos ha requerido insulina; la paciente
tiene disminuida la reserva pancredatica (0.05uU de péptido C), lo cual puede
atribuirse al tiempo de evolucién tan prolongado, ademas la paciente presentd
anticuerpos anti-GAD positivos. Esta familia es potencialmente clasificable como
MODY una vez realizadas las curvas de tolerancia en familiares a la glucosa para
confirmar el tipc de herencia autosémico dominante y las caracteristicas clinicas
de los familiares afectados, para asegurarse que se trata de una paciente “tipo
MODY" y no de una paciente con diabetes no dependiente de insulina de
aparicion temprana asociada a un componente autoinmune,

El perfil clinico de Ia paciente No. 4, (TABLA 1) es muy interesante, elta presenta
anticuerpos anti-islote {ICAs) positivos y no ha mostrado requerimiento de
insulina desde su diagnostico hace tres afios. En ella no se tienen
determinaciones de péptido C o insulina para valorar su reserva pancreatica. Sin
embargo seria interesante seguir su evolucion y observar si desarrolla
requerimiento de insulina con el tiempo.

Los perfiles de las pacientes 4 y 8 podrian ser una variante de los pacientes
MODY clasicos descritos por Fajans {Fajans, 1990) en donde los miembros del
pedigree caucasico RW nunca han desarrollado autcinmunidad, medida por la
presencia de anticuerpos anti-isiote (ICAs).

ESTUDIO DEL GEN DE LA GLUCOCINASA EN FAMILIAS CON DMNID DE
APARICION TEMPRANA.

La enzima glucocinasa juega un papel clave en el proceso de secrecion de
insulina. Experimentos con ratones knockout demuestran que la ausencia
homociga del gene de la enzima glucocinasa es letal (Terauchi, 1995:Grupe, 1995),
mientras que las mutaciones heterocigas de este gene son capaces de producir
diabetes tipo MODY. Sin embargo el tipo de alteraciones metabdlicas que se
ocasionan como consecuencia de mutaciones en este gen no parecen ser tan
severas como las que se presentan en individuos con DMNID de etapa adulta ya
que ia prevalencia y el tipo de complicaciones que se desarrollan en la diabetes
de los adultos son mayores a fas exhibidas por los sujetos con diabetes tipo
MODY, los cuales, pueden permanecer varias décadas sin desarrollar
complicaciones. En algunos sujetos MODY, ademas, parece existir un mecanismo
compensatorio que restablece la secrecion normal de insulina, aun en presencia
de mutaciones en el gene de la glucocinasa. Esta evidencia sugiere que
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mutaciones en este gen pudieran también encontrarse en algunos pacientes con
la forma mas comin de DMNID, particularmente en sujetos que manifiestan la
sintomatologia a una edad temprana, aun cuando en ellos hubiera otros genes de
susceptibilidad que predispongan a la expresién de la enfermedad.

La ausencia de mutaciones en el gene de 1a glucocinasa en la poblacion, sugiere
que la giucocinasa no actia como un locus mayor en la susceptibilidad para
desarrollar diabetes en las familias con DMNID de aparicién temprana y que
tampoco es el responsable en las familias MODY mexicanas. Todos los pacientes
franceses MODY que muestran ligamiento con marcadores polimérficos cerca del
locus de la glucocinasa presentan mutaciones en la regién que codifica para el
gene o en las secuencias consenso de procesamiento del ARNm (Froguel et al,
1993) sin embargo es todavia posible que algunas de nuestras familias tuvieran
mutaciones en la regién reguladora del gen. €l andlisis de ligamiento utilizando
marcadores cercanos al locus de la glucocinasa podria ser Utii para descartar
esta posibilidad, en las familias que son informativas para estudios de ligamiento.
Ef hecho de no haber encontrado mutaciones concuerda perfectamente con el
perfil clinico y bioquimico que presentan nuestros pacientes comparandolo con el
que exhiben los pacientes MODY?2 y corrobora la heterogeneidad genética de fa
enfermedad

Al no haber encontrado mutaciones en este gene en la poblacién se corrobora la
heterogeneidad genélica de la enfermedad; las caracteristicas clinicas de ios
pacientes MODY mexicanos son diferentes a la de los pacientes franceses lo que
hace muy probable que se trate de un subtipo MODY diferente

FAMILIAS MODY MEXICANAS COMC UNA FUENTE DE IDENTIFICACION DE
POSIBLES GENES INVOLUCRADOS EN EL DESARROLLO DE DMNID.

Debido a la naturaleza heterogénea de MODY algunas de nuestras familias
MODY pudieran tener genes n...:ados diferentes de los que se han identifirado
en la poblacién caucasica, haciendo a estas familias una fuente valios.. ... la
identificacion de nuevos genes implicados en el desarrollo de la enfermedad.

Los genes identificados como responsables para el subtipo MODY parecen estar
también involucrados en el desarrollo de otras formas mas comunes de diabetes.
Mutaciones en el gen de la glucocinasa han sido reportadas en un 1-3% de
pacientes con diabeles gestacional (Stoffel M, 1993). Recientemente se han
reportado también mutaciones en el gene HNF-1o (MODY3) en el 8% de los
casos de diabetes no dependiente de insulina de aparicion temprana y en el 0.9%
de los casos de diabetes no dependiente de insulina de aparicion tardia en
poblacion japonesa (Bell GI, 1997). Esto demuestra que el identificar los genes
responsables de MODY es una forma de encontrar nuevos genes involucrados en
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el desarrollo de ta diabetes no dependiente de insulina con tipo de herencia
compleja, cuya frecuencia es varios ordenes de magnitud mayor.

CARACTERIZACION GENETICA DE FAMILIAS CON DMNID DE APARICION
TEMPRANA.

Debido a la afta prevalencia de la DMNID en la poblacién mexicana (~8%}), los
matrimonios entre personas diabéticas son comunes. La mayoria de los sujetos
con DMNID de aparicion temprana desarrollan la enfermedad antes de los 30
afios posiblemente por heredar genes de susceptibilidad de ambos padres (doble
carga genética). Sin embargo en algunas familias a pesar de que ambos padres
del probando son diabéticos se puede reconocer claramente una rama de la
familia como “tipc MODY” (FAMILIA 1).

La mayoria de las familias estudiadas presentan una forma de herencia no
mendeliana. En estas familias es obligado la busgqueda de ligamiento usando
marcadores sobre el cromosoma 2, 6 y 11, con los cuales se ha encontrado unidn
génica con familias con DMNID mexico-americanas (Hanis et al, 1996;Stem et a),
1996).

Se requiere estudios clinicos y bioquimicos mas detallados para poder encontrar
diferencias mas sutiles entre nuestros pacientes a fin de poder hacer subgrupos
que quizas posteriormente se asocien a diferentes mutaciones mutaciones en
diferentes genes como se ha reportado en los genes asociados a MODY en
poblacion francesa (Byme MM, 1994; Velho G,1997) e incluso a diferentes genes
{Yamagata K,1996a,b, Vaxillaire M, 1997).

No sabemos st los pacientes MODY mexicanas tienen defecto en la secrecion de
insulin. ..mo se ha demostrado en ics pacientes MODY franceses con
mutaciones en el gene de la glucocinasa (Froguel et al., 1992;Vetho et al 1992) o
como los que muestran ligamiento con marcadores en el cromosoma 20 (Fajans et
al, 1990). Tampoco se ha evaluado en la mayoria de nuestros pacientes la
reserva pancreatica ni el grado de resistencia a ia insulina.
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PERSPECTIVAS

Con el reciente descubrimiento de los genes MODY1 {TNF1), MODY3 (TNF14) vy
MODY4 (IPF1), el siguiente paso en la caracterizacion genética de las familias
sera la busqueda mutaciones en estos genes asociadas a la enfermedad. Para
este tipo de andlisis no es necesario contar con familias tan extensas como las
que se requieren para andlisis de ligamiento genético. La Gnica mutacion
reportada asociada a MODY1 (coddn 268: CAG->TAG) no se encuentra en
ninguno de nuestros pacientes. Los andlisis de ligamiento con marcadores ligados
al loct MODY1 en la familia RGG sugieren que este loci esta involucrado (Lod
score positivo pero menor de 3), a pesar de que la paciente no tiene la tnica
mutacién reportada en este gen. El andlisis de SSCP de cada uno de los exones
ylo secuenciacion directa del gene en este paciente confirmara su papel en el
desarrollo del padecimiento en esta familia.

Aparentemente en la mayoria de nuestras familias con DMNID de aparicién
temprana, en la rama afectada no se encuentran afectados el 50% de los
miembros como se esperaria de una herencia autosémico dominante, aunque hay
que tomar en cuenta que no se les han realizado curvas de tolerancia a la glucosa
(CTG) a todos los individuos. Estas determinaciones son muy importantes para
establecer ef posible tipo de herencia dominante en algunas familias. A través de
andlisis de ligamiento por simulacion se determind que solo 4 de las familias
captadas hasta ahora son dtiles para andlisis de ligamiento genético. En estas
familias podria iniciarse la busqueda de nuevos genes a través de tamizaje
completo del genoma, una vez descartada ia posible participacion de los genes
TCF14, TCF4 y IPF1. Para que un ndmero mayor de familias sean Gtiles para
estudios genéticos de ligamiento es necesario incrementar el nimero de
miembros, tanto afectados como sanos Con las familias que son informativas
para estudios de ligamiento, se estan analizando ya marcadores sobre los
cromosomas 2, 6 y 11, con los cuales se ha encontrado segregacion en familias
diabéticas de origen mexico-americano (Stern, 1996; Hains CL, 1996). En estas
familias también se estudiara el posible papel de genes candidato tales como el
gene de la proteina reguladora de la glucocinasa (GCKR) y el gene receptor para
el péptido 1 glucagon (GLP1R), (Weigle DS, 1996 Vaxillaire M, 1994). Debido a que
la mayoria de nuestros pacientes tienen sobrepeso o son obesos uno de los
genes candidato importantes a analizar son los que se asocian a la obesidad
{Weigle DS, 1996}

La identificacién del gene IPF1 como MODY4, asi como ta reciente identificacion
de HNF-lo« y HNF-4a como genes mutados en MODY3 y MODY1
respectivamente, ha hecho que la atencion de los investigadores de ésta area se
enfoque en el papel de éslos facteres de transcripcidn en la funcién normal de las
células B-pancredticas. E! HNf-4a es un receptor huérfano, lo que significa que no
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se sabe cual es su ligando, y la identificacién del ligando dard nuevas
perspectivas en el conocimiento de la fisiopatologia de la diabetes.

Este es el primer estudio genético molecular en pacientes con DMNID mexicanos
donde se intenta identificar al gene responsable de un subtipo de diabetes
especifico. El hecho de contar con un repositorio permanente de linfocitos
inmortalizados y de ADN de miembros de estas familias aunado al hecho de
haber descartado la participacion del gen de la glucocinasa en la fisiopatogenia
de esta enfermedad en pacientes mexicanos sugiere que podriamos encontrar
algin gene o genes no reportados en algunas de nuestras familias. La
identificacion de algun marcador genético asociado al padecimiento en nuestras
familias podria ser de gran ulilidad para el diagnéstico presintomatico de los
familiares aparentemente sanos, atn antes de conocer la estructura, localizacion
y mutaciones especificas del gene afectado; con eslo se podrian implementar
medidas terapéuticas que buscaran retrasar la aparicion de complicaciones
asociadas a esta patologia.

Se pueden captar mas familias MODY, y quizés entre las pacientes con diabetes
gestacional pudieran encontrarse algunas pacientes que fueran MODY, debido a
que el diagndstico de MODY muchas veces no se hace desde que inicia la
enfermedad, porque se trata de un tipo de diabetes no muy agresivo. La diabetes
gestacional es una forma poligénica de diabetes en donde en un 3% de los casos
se han encontrado mutaciones en el gene de la glucocinasa (Stoffel M, 1993). En
poblacion mexicana no se ha estudiado la prevalencia de éstas mutaciones por Io
cual seria importante analizara y si esta es alta se podrian utilizar las mutaciones
en éste gene como un marcador genético que anticipe un factor de riesgo, esto es
hacer diay;ostico presintomatico en los familiares de éstas pacientes.

Por otra parte, los avances en el mundo para entender las enfermedades
complejas como la diabetes se estdn haciendo a pasos agigantados. Las
herramientas disponibles para los analisis de ligamiento como consecuencia del
Projecto del Gendma Humano y las estrategias desarrolladas para los estudios
genéticos colocan a los investigadores de estas areas en una posicion sin
precedentes para comenzar desenmarafar estos misterios.

Yet it was clear. . . that the end was still far, far off. and that the hardest and
most complicated part was only just beginning. . . . Anton Chekhov, The Lady with
the Dog.
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ANEXO

ESTABLECIMIENTO DE UN REPOSITORIO DE LINFOCITOS
TRANSFORMADOS.

En ta mayoria de las muestras de sangre de las familias MODY (150 muestras) se
aislaron linfocitos para su transformacion en el virus de Epstein Barr.

Los linfocitos se aislaron a partir de sangre total usando gradientes de Ficoll-
Phage y se infectaron con un sobrenadante que contenia particulas del virus
Epstein Barr de acuerdo con la metodologia propuesta previamente por Louie L,
1991,

MATERIAL Y REACTIVOS:

10 a 20 ml. de sangre completa

Anticoagulante. EDTA 15% pH 8 100

Ficoll-Paque (Pharmacia Cat. 17-0840-02)

Sobrenadante conteniendo particulas virales del Virus Epstein-Barr (EBV)
obtenidas a partir de la linea celular

Medio RPMI 1640 10 X con L-glutamine, sin bicarbonato de sodio. Cat No. 430-
1800 EB.

Penicillin/Estreptomycycin P-0781 Sigma Cel{ Culture

Fetal Bovine Serum Heat Inactivated F-4135 Sigma Cell Culture-

Bulbecca’s phosphate, buffered saline 10X D-PBS Cat No 450-1300 EB GIBCO.
L-Glutamine 200 mM G-7513 Sigma Cell Culture

Antibiotic Antimycotic Solution 100 X A-990. 3igma Cell Culture.

Platos de cultivo de 24 pozos (Cell Culture Cluster 24 Well Catalog. No. 3524
Costa).

Tubos Falcon de 5C ml. estériles

Gradilla para tubgs Faicon.

Pipetas de 10 ml estériles.

Pipetas de 5 mil. estériles.

Pipetas Pasteur.

Sistema de vacio,

Marcador.

Caja de cultivo.

Pipeta Eppendorf.

Puntas Eppendorf.

Campana de Flujo Laminar.

Guantes estériles.

Frascos de cultivo T-55.

Preparacion de medio de cultivo RPMI

Suplemento de aminoacidos no esenciales 1X.

Antimicético 1X.
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Penicilina estreptomicina 2X.

SEPARACION DE LINFOCITOS:

La sangre una vez obtenida puede ser conservada un maximo de 72 hrs. a
temperatura ambiente.

1. Se realizé una dilucion (1:4) de la sangre con buffer PBS (10 mi. de sangre
completa mas 30 mt. de buffer PBS).

2. En un tubo Falcon de 50 mi. se agregé 10 ml. de Ficoll. Con mucho cuidado y
sin romper la fase se agregd por las paredes la dilucion de la sangre.

3. Se centrifugd a 1800 rpm. durante 25 min.

4. Se deseché el sobrenadante con sistema de vacio hasta un centimetro por
arriba de la interfase para evitar la pérdida de linfocitos. Con una pipeta se retir6
la capa de linfocitos y se depositd en otro tubo Falcon de 50 ml.

5. Se lavo la pastilla de linfocitos con PBS, se agregé hasta un volumen de 40 mil.
de este buffer y se centrifugd a 1800 rpm por 10 min.

6. Se descant6 el sobrenadante con sistema de vacio, con cuidado de no arrastrar
el pastilla (linfocitos).

7. Se resuspendieron los linfocitos con unas gotas de PBS que guedaron en el
tubo, golpeando la base del tubo.

B. Se agregaron 5 ml, de PBS y se homogeneizd la suspencién de linfocitos con la
misma pipeta.

9. En el tubo Falcon de 10 ml. se agregaron 2 ml. de Ficoll y la suspencién de
linfocitas. (segunda extraccién ver paso 2).

10. Se centrifugd a una velocidad de 1800 rpm. durante 15 min. y se separé la
capa de linfocitos (ver paso 4), y se depositd estos en un tubo Fatcon de 50 mi,

11 Los linfocitos se lavaron con buffer PBS hasta 40 ml. Ver paso No. 5 Se
~=~trifugd a 1800 rpm. por 10 min.

12. Se desechd el sobrenadante con el sistema de vacio, esta vez ef tubo debid
de quedar bien seco, sin restos de PBS

13. Se repitio el lavado similar al paso 11

14. Se desechd el sobrenadante con sistema de vacio, esta vez el tubo debio
guedar bien seco, sin restos de PBS. Se agregd una gota de medio de cultivo sin
suefo y se resuspendieron los linfocitos golpgando la base del tubo. Una vez
resuspendidos los linfocitos se agregd un mililitro de medic y se homogeneizé con
la pipeta.

15. Se pas6 el homogeneizado a uno de los pozos de la placa de cultivo y se
agrego 0.5 ml. de la suspensidn del virus de Epstein Barr.

16. Se incubd la placa a 37°C con una atmésfera de CO, al 7% por 12 hrs.
(ttempo necesario para que ocurra la infeccion de las células). Transcurrido ese
tiempo se retiré la mitad de medio y se agregé esa misma cantidad de medio de
cultivo pero con suero.

17. Después de este paso se cambid el medio cada 3 dias de acuerdo al estado
de las células.
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NOTA: Las células transformadas tienden a agregarse formando cumulos. Las
células son esféricas ligeramente brillantes.

OBTENCION DE ADN.

El ADN gendmico se obtuvo a partir de células blancas sanguineas o de lineas
celulares finfociticas usando el método de extraccion que usa proteinasa K,
fenol/cloroformo (Wyman A.R. and White. 1980) o el método de extraccidn corto.

Extraccién de ADN.(no requiere fenol/cloroformo)

El ADN fue extraido a partir de sangre periférica o a partir de tinfocitos
transformados; inicialmente se utilizé el protocolo de extraccion de ADN largo, v
posteriormente un protocolo de extraccion corto.

TECNICA CORTA
EXTRACCION SIN FENOL (A PARTIR DE SANGRE TOTAL)

Esta técnica permite obtener rendimientos altos de ADN gendémico a través de
una muestra muy pequena de sangre (- 1 ml)

MATERIAL Y REACTIVOS

Tubos conicos estériles

Tubos eppendorf

puntas de plastico para micropipetas (100, 1000 ul)
centrifuga

espactofotémetro

EDTA 15% pH 8

NaCl 5mM

Etanol absoluto (grado biologia molecuiar)
Amortiguador TE 10X

Amortigusa.- © sis:

*tris-HCl 10 mM

* triton X-100 at 1%

* sacarosa 300 mM

1. Se vacid en tubo conico de 15 ml aproximadamente 3 ml. de sangre fresca con
EDTA 15%, pH 8.0.

2. Se adiciond amortiguador de lisis viv, o hasta el doble de buffer.

3. Se centrifugd 8 min. a 2,000 rpm {no necesario refrigerada).

4. Se despegd la pastilla del fondo del tubo con 500 pl de amortiguador de lisis
pasar a tubo eppendorf de 1.5 mi

5. Se agito el tub eppendorff hasta desintegrar completamente la pastilla.

6. Una vez homogéneo, se centrifugd a 11,500 rpm por 2 min.
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7. Se decanté el lisado y se adicioné 1 ml. de amortiguador de lisis. Se homogenizo
totalmente. En el caso de que quedaran restos det botdn; se resuspendian con
con pipeta.

8. Se repitieron los pasos 6 y 7 hasta que el lisado fue lo mds trasparente posible.

9. Se adicionaron 570 pl de NaCl 5 mM y se homogenizé muy bien.

10. Se agregaron al homogeneizado 30 ut SDS al 10%, se resuspendieron: dejar 5
min. en reposo. Se adicionaron 200 ul de NaCl 5M: se resuspendieron
gentilmente durante 5 min. debe quedar fluido para permitir la separacién
(grumos:proteinas; parte acuosa:ADN).

11. Se centrifugaron a 11,500 rpm por 15 min g 4°C.

12. Se recupero el ADN decantando en un tubo de 15 ml. y se adiciond el doble del
volumen decantado de etanol frio. Se agité y centrifugd a 3,000 rpm. por 30 min.
13. Se aspir6 el etanol con pipeta Pasteur adelgazada de la punta. Se adicionaron 2

mi. de alcohol al 70%.

14. Se centrifugd a 3,000 rpm por 30 min.n se aspird con cuidado de no llevarse el
ADN.

15. Se dejo secando por 10 min. en la campana de extraccién.

16. Se adicionar huffer TE 10:0.1
17. Se guardo a 4°C.

18 Se cuantificé el ADN espectrofotométricarnente.

TECNICA LARGA DE EXTRACCION DE ADN.
(UTILIZANDO FENOL)

MATERIAL Y REACTIVOS

Tubos conicos

Tubos eppendorff

Centrifuga

Espertofotometro

Fenoi (Grado biologia molecular)

Cloroformo (Grado Biologia Molecular)

Pipetas de piastico para micropipéta (200, 1000 pl}
Etancl absoluto

Amortiguador TE 10/10: Tris 10 mM, EDTA 10 mM

1.- Se colecté 10-20 ml de sangre venosa en EDTA al 15%, pH 8 (100 pi).

2.- Se congeld a -80 °C.

3.- Se descongeld la sangre para lievar a cabo la lisis con el amortiguador TE
10/10 frio, llegando a un volumen de 50 ml.

4.- Se mezcld por inversion y dejar 5min a 4 °C

3 - Se cenitnfuga a 3600 rpm por 16 min,

6.- Se desecho el sobrenadante. Se volvid a repetir desde el paso 3 hasta que la
pastilla quedo libre de hemoglobina.

7 - Se resuspendio la pastilla en 2 ml. de amortiguador TE 10/5

8.- Se adicionaron 40 uf proteinasa K (10 mg/ml).
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9.- Ademas, se adicionaron 100 ul de SDS al 10%. Se mezclé.

10.- Se incubd a 37 °C toda la noche.

11.- La solucién debe quedar transparente y viscosa. Este lisado se puede
guardar a 4 °C por varios meses.

Extraccién con fenol.

1. Se afadieron volimenes iguales de fenal y se mezclaron en agitador a
temperatura ambiente por 1-2 hr.

2. Se centrifugaron a 2000 rpm por 30 min. para separar ias fases. La fase acuosa
superior debe de ser clara. Si no estaba clara se centrifugaban nuevamente por
cerca de 15 min.

3. Se transfirio la fase acuosa superior la cual contiene el ADN a un tubo de
centnfuga nuevo de 50 ml. Usando una pipeta de plastico para transferir. Se fue
muy cuidadoso, no se tomd la capa blanca a la interfase porque esta capa
contiene proteinas. Puede ser necesario dejar un poco de |a fase de ADN para
evitar agitar la capa de proteinas.

4. Se afadié un volumen igual de Cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se
mezclé por inversion.

5. Se Separaron las fases por centrifugacién a 1500 rpm por 5-10 minutos. (3000
rpm X 30 min.)

6. Se transfirio la capa superior acuosa a un tubo nuevo de centrifuga, cuidando
no agitar la capa de proteinas de la interfase.

7. Se afadié 0.5 volumen de 7.5 M de acetato de amonio y se mezclé bien.

8. Se afiadierona dos volimenes de etanol absoluto frio y semezclo. EI ADN
precipité fibras blancas.

SECUENCIACION DE ADN.

Debido a que en poblacién francesa el exén 7 del gen de la enzima glucocinasa
tiene mayor prevalencia de mutaciones se procedié a secuenciar directamente
este exon en todos nuestros pacientes, ademas de hacer la técnica de PCR-
SSCP.

METODO.

Metodo descrito por SECUENASA.
Version 2.0. DNA Sequencing Kit.
United States Biochemical {USB)

1. Se prepard la dilucion de la mezcla de marcado (1:10).
2. Se preparé la dilucion de la enzima 1:7 con el amortiguador de dilucién de 1a

enzima.
3. Se marcron los tubos Eppendorff de 1.5 m!: G, A, Ty C, donde n es el numero
de reacciones de secuencia; se agregaron 2.5 pl del dideoxinucieotdo

correspondiente. ‘
4. Se marcaron los tubos Eppendorf para cada mezcla de reaccion.
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5. Se prepararort los bafios de incubacién a 48 °C y 94 °C.

Desnaturalizacién por DMSO.
1. Se disolvié el ADN en 7ui de agua (se pueden usar 7 pl de producto de la
reaccion en cadena de la polimerasa -PCR-)
2. Se agrego 1ul de oligonucleotido {(concentracién 100 ng/ul).
3. Se agregd 1ul de DMSO y se agitd.
4. Se incubar a 95 °C durante 3 min.
5. Se di6 un pulso a la centrifuga.
6. Se sumergieron los tubos en una charola con etanol y hielo seco, de tal manera
que no se borraran los numeros.
7. Se did un pulso en la microfuga.
8. Se descongeld en la mano y se comenzd la reaccién de marcado (Labehn
Reaction)

Reaccidén de marcado (labeling reaction).
1. Se agregb a cada muestra 2l de amortiguador de secuenasa.
2. Se agregér 1ul de DTT (0.1M).
3. Se agregdr 2ul de mezcla de reaccion diluida.
4. Se agregd ATP* (0.7 para la reaccidn standard y 1.5 para la reaccion
extendida).
5. Se agitd ligeramente en vortex
6. Se agregé la enzima secuenasa diluida.
7. Se agitar ligeramente en vortex.
8. Se incubar a temperatura ambiente durante 3 min para reacciones standard y 5
min para reacciones extendidas
9. Se precalentaron los tubos con odNTPs a 48 °C 1 minuto antes de que
terminara la reaccion de marcado
10 A cada tubo se le agregaron 3 71 de reaccién en la orilla de cada tubo con
ddNTPs.
11. Se dié un puiso en la microfuga para parar todas la reacciones al mismo
tiempo.
12. Se incubaron los tubos por 3 min a 48 °C.
13. Se agregaron 4pul de solucion de paradoe (stop solution) en la orilla de cada
tubo y se dio un pulso en la microfuga para detener todas las reacciones al mismo
tiempo.

L as reacciones se pueden guardar a -20 "C por un maxime de 24 horas antes
de correr e gel.

TECNICA DE PCR-SSCP.

La técnica de PCR-SSCP (polmerase chain reaction-single strand
conformation polymorphism) se basa en el principio de que una hebra sencilta de
ADN 6 ARN de diferentes secuencias exhiben diferentes mowvilidades durante la
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electroforesis en geles no-denaturalizantes de poliacrilamida La estrategia de
eéste método es ampilificar el segmento de interés de un gene con PCR y entonces
comparar la movilidad del ADN desnaturalizado con una secuencia de referencia
conocida. Las mutaciones puntuales de una secuencia siempre cambian el
corfimiento de dicha secuencia en el ge! Dentro de condiciones no-
denaturizantes una hebra de ADN de doble hebra exhibe una estructura plegada.
Entonces en el andlisis de SSCP, la deteccién de una secuencia mutada se
determina por el cambio de movilidad en la electroforesis del gel de
poliacrilamida. La longitud y la secuencia del fragmento de PCR determinan
completamente la informatividad del método. La demostracion de ias diferentes
movilidades en diferentes fragmentos se logra de la incorporacion de *P dCTP en
un fragmento de PCR y por medio de una autorradiografia (Shuldiner 1992). Orita
et al, (1989a,1989b) reporté que usando PCR-SSCP fue capaz de demostrar
todas las mutaciones (12 de 12) en varios fragmentos de PCR del gene RAS
(fragmentos de 103 y 162 ph). Ademas el método se ha usado para la deteccion
de polimorfismos en las repeticiones de Alu (Orita 1990), en el gen del receptor de
la dopamina humana D2 (Bolos 1990) y en el gene p53 (Murakami 1991). Sarkar y
col. {1992} han demostrado en un estudio sistematico, en condiciones dptimas y
dependiendc del tamafo de los fragmentos de PCR que el método de PCR
detecta el 92% (fragmento de 183 pb) y 59% (fragmento de 307 pb) de todas las
mutaciones.

Critico para la reproducibiidad del método es el procedimiento de
electroforesis. Se debe evitar en todas las circunstancias el calentamiento del gel
durante la electroforesis, ya que esto podria alterar definitivamente el corrimiento
de las muestras. La composicion de la matriz del gel tiene una influencia
considerable sobre la corrida de las muestras y a éste respecto es adecuada la
siguiente conce~' cion (Sarkar 1992, Rolfs. 1992). el porcentaje de !N’ ethylen
bis-acrlilamide de 5% del total de acrilamida, a una concentracion total de
acrilamida de 5% {Hayashi 1997) y la adicion de 5-10% de glicerol.

La interpretacion de la presencia de mutaciones en los geles de SSCP puede
ser dificil, por otra parte cabe la posibilidad de la presencia de secuencias
idénticas en donde una hebra de ADN se separa en dos ¢ mas bandas en el gel
(Murakami 1991)}. Este fendmeno se puede deber a varias causas:

1.~ Diferencias ligeras en ia temperatura entre la region cerca del vidrio y la
parte media del gel.

2.- Las hebras estan en un estado de transicion de dos conformaciones
(Hayashi 1991).

3.- Una denaturalizacion incompteta det fragmento de ADN de doble hebra.

Sintesis de oligonuclettidos. Los oligonucledtidos que se¢ usalu, oull lus
descritos par Stoffel M y col. 1992, estos se sintetizaron en el laboratorio y estan

tistados en la TABLA 5
Aparato. Oligo 1000, DNA Synthesizer BECKMAN
Kit de sintesis de oligonucleotidos de BECKMAN.
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Reactivos.

Columnas de sintesis (G A, T,C)
Amiditas (G,A,T,C)

Exén oligonucledtido 5 oligonucledtido 3 ta(rng)ﬁo
p

1a_| 5-TCCACTTCAGAAGCCTACTG | 5 -TCAGATTICTGAGGCTCAAAC | 195
1b | 5-AGCAGGCAGGAGCATCTCIG | 5-GCTGCTCTCCCAGTGCAAAG | 149
1c |5-CCAGACTCTCCTCTGAACTC | 5-GAAGAAGAGGTTCCATCTGA 145
2 |5-TGCAGATGCCTGGTGACAGC |5 -CACAGCTGCTTCTGGATGAG 280
3 |5-TAATATCCGGCTCAGTCACC |5 CTGAGATCCTGCATGCCTTG 295

_4 |5 -TAGCTTGGCTTGAGGCCGTG |5-TGAAGGCAGAGTTCCTCTOR 272
8 |5-CCAGCACTGCAGCTTCTGTG |5 -GAGCCTCGGCAGTCTGGAAG 176
7 [5-AGTGCAGCTCTCGCTGACAG | 5-CATCTGCCGCTGCACCAGAG 285
8 |5 -TGCCTGCTGATGTAATGGTC |5-TGAGACCAAGTCTGCAGTGC 263
9 |5-ACTGTCGGAGCGACACTCAG |5-CTTGGAGCTIGGGAACCGCA 367
10 |5-GTCGACTGCGTGCAGGGCGC | 5-TGTGGCATCCTCCCTGCGET 263

TABLA 3. Pares de oligonucledtidos sintetizados para amplificar cada exén.

Adicionalmente se sintetizaron 2 oligonuciedtidos para amplificar 237 pb de la
region 3’ del gen:

oligonucledtido sentido’ 5-GCGGCAGGAGCAGGAACAGAG-3

cugonucleotido antise . 5-GTCTAGGTIAIGGTCh . . . GTTG-3

Las arnlificacionas se llevaron a cabo utilizado 50 ng de ADN. 10 omal An
cada oligorucledti., 5@ mCiml de «™P (Amersham 3000 Cummoi, & il
dNTPs, 1.5mM y 1 unidad de Taq polimerasa (Perkin Eimer) en un volumen de
reaccién de 10 i,

Las temperaturas de alineamiento se escogieron de acuerdo con la T, (melting
temperature) de los pares de oligonucledtidos y se muestran en la TABLA 6. E
andlisis de PCR-SSCP de los productos amplificados se realizé como lo describe
Orita y col.,1988a, 1989b. Se corrieron geles de poliacrilamida al 5% con y sin
glicerol al 10% (vol/vol) a temperatura ambiente a corriente constante de 6-12 W
por 5-12 hrs. Se analizé al menos un miembro afectado de cada familia {un total
de 31 sujetos afectados y 11 controles no diabéticos).
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No.
EXON | 1a 1b 1c 2 3 4 5 6 7 8 8 10

Tm°C| 58 | 64 | 58 | 63 | 60 | 65 | 62 | 60 | 65 | 62 | 64 | &8

TABLA 6. Temperaturas de alineamiento (°C) para la amplificacién de cada
exon.

PREPARACION DE GELES.
a) GEL DE POLIACRILAMIDA-UREA {5%} PARA PCR-SSCP.
REACTIVOS:
Agua
Acrilarmida al 30%. (bis-acrilamida 29:1)
285g Acrilamida (grado secuenciacion)
15g N,N -methylene bisacrylamide.
600 mi de H2QO. Se disolvid en calor a 37 °C. Se ajusto el volumen a 1 It con
HZ20 destilada. Se filtrd la solucién a través de filtro de nitrocelulosa y almacend a
temperatura ambiente en la obscuridad
Buffer TBE 10X
TEMED
fosfato de amonio al 10%

CONDerrm e

REACTIVOS: CON GLICEROL | SIN GLICEROL
GLICEROL 10 ml -
ACRILAMIDA 30% 19.95 ml 19.95ml
AGUA 59.25mi 69.25m!
BUFFER TBE 10X 10 ml 10 mi
PERSUILFATO DE AMONIO 250 ml 250 mi
TEMED 50 ml 50 mi

b) GEL DE POLIACRILAMIDA PARA SECUENCIACION (5%).
REACTIVOS Y METODO:

Agua

Acrilamida al 30 %. (bis-acrilamida 29:1}

Urea

i




Buffer TBE 10X
TEMED
fosfato de amonio al 10%

1.-Se virtid en un matraz Erlenmeyer de 250 ml: 33 ml de agua, se afadit 12 ml
de acrilamida al 30%, ademas 34.5g de Urea, y 5 ml de buffer TBE 10X

2.- Se agitd, y se filtrd.

3.- Se afiadié a la mezcla anterior 190 pl de fosfato de amonio at 10% y 75ul de
TEMED.

4.- Se cargd la solucion rapidamente entre los vidrios para la electroforesis
porque se polimeriza répidamente.

5.- Se esper¢ aproximadamente 45 min. a que se polimerizara y antes de
proceder a cargar las muestras.

8.- Se precorrié el gel 15 min. con buffer TBE 1X.

7.- Se cargareon las muestras.

8.- Ya que se habia corrido el gel hasta donde se requeria, se apago la fuente de
poder.

9.- Se procedio a fijar el gel con una mezcla de acido acético glacial y alcohol
metilico al 10% en H,0. Ya fijado (15 min), se lavé con H.0 y se pegd en un papel
filiro grueso, el gel se cubrié con papel plastico y se secé en el secador de geles
por una hora.

10. Con el detector de radioactividad se estimo la cantidad de radioactividad en el
gel seco, con el fin de definir el tiempo requerido de exposicion al film de
autoradiografia

10.- Se expuso a temperatura ambiente una noche o mas dependiendo de la
cantidad de radiactividad detectada

11 - Se procedic

c) MINIGEL DE POLIACRILAMIDA-UREA (20%){bis-acrilamida 19:1)
Se utilizo para observar los oligonucledtidos recién sintetizados.

REACTIVOS Y METODOS:
acrilamida 20%

urea

buffer TBE 10X

persulfato de amonio TEMED
agua

1- A 5 ml de acrilamida (19 ml acrilamida mas 1 ml de bis-acrilamida), se
afiadieron 5.1 g de Urea y 1 ml de buffer TBE + 1 m! de agua.

2.- 5e agitaron con poco calor y se filtré

3.- Se anadio 25yl de persulfato de amonto y 10 ul de TEMED



4.- Se coloct la mezcta en una camara de electroforesis para geles pequefia, y se
esperd a que se polimerizara, se procedid a correr los oligonucledtidos y el
oligonucledtido de peso molecular conocido como control.

5.- Se expuso el gel con pantallas intensificadoras aproximadamente 20 min. a -
80 °C ambiente.

6.- Se revelar.

d) GEL DE AGAROSA PARA ANALIZAR PRODUCTOS DE PCR. {1.8%)
MATERIALES Y REACTIVOS:

camara de electroforesis para geles de agarosa

agarosa

agua

buffer TAE 1X

bromuro de efidium

Para 250 ml:

1.- Se agregd en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml: 4.5 grs de agarosa, 5 ml de

buffer TAE 50X, 245 m| de agua (mili Q).

2.~ Se disolvié con calor (microondas), después se le puso un agitador magnético

y se agitd hasta que se disoivié completamente la agarosa (transparente}.

3.- Una vez tibio se afiadié 10 ul de una solucion de bromuro de Efidium de 10

mg/mi).

4 - Se wirtio la agarosa en una camara para electroforesis.

5.- Se colocaron los peines y se esperd a gue polimerizara la agarosa.

6 Se cargaron las muestras en los pozos y se cargaréd un marcador de peso
‘ecuado al fragmento amplificado.

7.- Se observd en el transiluminador de luz UV.

PQRIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR EN AGARQSA,
{TECNICA DE POLVO DE VIDRIO})

Los fragmentos amplificados de el exén 7 se corrieron en un gel de agarosa y se
purificaron para posteriormente secuenciarlos.

MATERIAL Y METODO:

Polvo de vidrio

NaCl 6M

Vortex

Solucidn de lavado (Etanol 70%, NaCl 1M)
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METODO:

1.- Se cortd la banda de interés del gel de agarosa y se deposité en un tubo
Falcon de 15 ml.

2.- Se agrego 500 ul de solucion de Nal 6 M a cada pedazo de gel.

3.- Seincubd a 55 °C por 3 min. con agitacion en Vortex.

4.- Se incubd en hielo durante 1 min.

5.- Se agregd 10ul de la suspensidn de Polvo de vidrio (muy bien mezclada).

6.- Se incubo en hielo durante 15 min.

7.- Se transfirid a un tubo Eppendorf,

8.- Se centrifugd a velocidad maxima durante 3 min. Hay que tener cuidado con la
orientacién del tubo para la posicién de la pastilia.

9.- Se lavé la pastilla 3 veces con 700 pl de WASH SOLUTION fria (etanol 70%,
NaC} 1M) (resuspendiendo la pastilla completamente cada vez).

10.- Se eluyd ADN con agua destilada (el doble de polvo de vidrio) para PCR a 55
°C, agitando en vortex.

11.- Se incubd a 55 °C durante 5 min.

12.- Se agitd en vortex.

13.- Se centrifugd a velocidad maxima durante 5 min.

14.- Se recupero el sobrenadante transfiriendolo a otro tubo Eppendorf.

15.- Se sect en el Savant.
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Non-insulin-dependent diabetes mellitus
{NIDDM) is the most common form of diabe-
tes, affecting 5% of the general population.
Genetic factors play an important role in
the development of the disease. While in
other populations NIDDM is usually diag-
nosed after the fifth decade of life, in Mexico
a large proportion of patients develop the
disease at an early age (between the third
and the fourth decadel. In Caucasian popu.
lation, mutations in the glucokinase gene,
the TCF1, and TCF14 genes, have been iden-
tified in a subgroup of carly-onset NIDDM
patients denominated MODY {maturity-
onset diabetes of the young), which show an
autosomal dominant pattern of inheritance.
As a first step in the molecular characteriza-
tion of Mexican families displaying early-
onset NIDDM we searched for mutations in
the glucokinase gene through SSCP analy-
sis and/or direct sequencing in 26 individu-
als from 22 independent families, where at
least four can be classified as MODY. No mu-
tations were detected in the
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exons or the intron-exon boundaries of the
gene in any of the screened individuals. The
phenotype and clinical profile of some of the
studied patients is compatible with that of
patients carrying mutations in the TCF1 or
TCF14 genes, while others may carry muta-
tions in different loci. Through computer
simulation analysis we identified at least
four informative families which will be used
for further linkage studies. Am. J. Med.
Genet, 72:387-393, 1997. 01897 Wiley-Liss, Inc.

KEY WORDS: glucokinase gene; Mexican
population

INTRODUCTION

Non-insulin-dependent diabetes mellitus (NIDDM)
is among the most common chronic diseases, affectinyg
about 5% of the general population [World tiealth Or-
wanization, 1985]. In Mexico its prevalence reaches 8%
{Encuesta Nacional de Enfermedades Crénicas, 19941
Although this entity has a strong genetic component as
revealed by familial aggregation [Pillay et al, 1995]
und studies of identical twins [Barnett, 1981, Pyvke,
1979), the majority of the affected families do not ex-
hibit a strictly mendelian pattern of inheritance {Rot-
ter et al., 1992; Ghosh and Scheork, 1996), indicating
that this type of diabetes is multifactorial and most
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Fuye 1. Pedigrees of the famihes studied. The initisls of the prdigrees correspond to the families hsted in Table [ Untested members for fasting

hyperglycemia and glucose tolerance are indicated, U, Early-nnset NITHIM,
tematie, untested

hikely & polygenric disease. There is a subgroup of
NIDDM patients which develops the discase at an
early age and shows a dominant mode of inhertince
This type of diabetes, denominated MODY (maturity-
onset diabetes of the young) has been shown to be ge-
netically heterogeneous, with different genes affected
in+hfferent families [Fajans et al., 1994; Bowden et al,
1992}, which makes it a good model to identify genes
involved in the etiology of NIDDM. Mutations in the
glucokinase gene appear in 56% of a group of French
MODY families [Stoffel et ai., 1992; Froguel et al.,
1992, 1993]. In about 25% of these French families the
affected gene (TCF1) was mapped to chromosome 12q
[Vaxillaire et al., 1995; Yamagata et al., 1996a]. A third
gene (TCF14) was mapped to chromosome 20 in an
extended Caucasian pedigree [Bell et al., 1991
Yamagata et al., 1996b]. In a Japanese study, muta-
tions in the glucokinase gene were sought in a large
group of diabetic patients under the age of 40, includ-
ing three MODY individuals [Szkura et al., 1992; Eto
et al., 1993]. Only one missense mutation was identi-
fied in exon 7 in one of the the  MODW o0 -
dicating that MODY is a genetically heterogeneous dis-
ease within and among different populations. Studies
with several candidate genes involved in glucose ho-
meostasis and insulin secretion have ruled out their
participation in the expression of the MODY phenatype
in the French population [Vaxillaire et al., 1994]. More
recently, a genome-wide search using genetic markers
spread throughout the genome allowed the identifica-

. late-gnset NIDDM: w . intolerant, 8, unaffected by OTTG: © 1, asymp-

tiars of & marker on chromosome 2 linked to NTDDM in
Mexwcan-American Fimilies |Hanis et al,, 1996) and
evidence for linkage was fvund for regions on chromo-
somes 6 and 11 in a subgroup of Mexican-American
diztbetic patients [Stern et al, 1996]. Therefore, with
informative pedigrees the most likely approach to iden-
tify new genes involved in the development of NIDDM
15 to perform linkage analysis using a set of polymor-
phic markers spread throughout the genome [Bowden
ot al., 1992; Cox et al., 1992} With this in mind, we
collected genealogical information as well as clinical
data on 22 Mexican families displaying early-onset
NIDDM, including at least four MODY families, com-
prising more than 900 members and established a per-
manent repository (immortalized lymphocytes) of ap-
proximately 150 cell lines. As a first step in the char.
acterization of these families, we have screened for
mutations in the glucokinase gene through PCR-SSCP
analysis and/for direct sequencing.

MATERIALS AND) METHODS
Subjects Studied

Consent was obtained from all participants through
their attending physicians. Twenty-four families were
studied. Twenty-two of them have family members
with early-onset N11DDM and two families have pro-
bands displaying insulin-dependent diabetes (iDDM)
(families HAD, RV.J). Four of the 22 early-onset
NIDDM families can be classified as MODY [Fajans,



390 del Bosque-Plata et al.

1990} (CCE, COM, CTA, and MAG) (Fig. 1}. The pro-
bands in these four families display; 1) NIDDM with an
autosomal dominant mode of inheritance in at least
three consecutive generations, 2} an age of onset
younger than 35 years old, and 3) at least one addi-
tional affected member younger than :15 years old. In
families CCE, CTA, and MAG, most of the members of
the younger generations have not yet been tested with
the glucose tolerance test (OGTT). All of them are un-
der 30 years old and are presently asymptomatic. In
families CCE and COM, an autosomal dominant pat-
tern of inheritance with about 50% of affected members
is sustained in at least two generations (Fig. 1). In fam-
ily CCE, the father of the proband displays late-onset
NIDDM; however, the maternal side exhibits a MODY
type of NIDDM. Alsa, the trunsmission pattern in this
pedigree is compatible with maternal inheritance (Fig.
1). Three more families could be classified as MODY if
the autosemal dominant pattern of inheritance is
proven once OGTT determinations are performed
{pedigrees MSG, SKM, BCI (Fig. 1). In the remaining
fifteen families (CVJJ. HJL, CJC, MHH, MBI, QGR,
RGG, AGF, MCB, SHG, RZA, SEJ, SCW, OJA, 8TC),
there is no clear mendelian pattern of inheritance.
Fight of these famiiies have NIDDM members on both
the paternal and maternal sides, and most of the pro-
bands are ebese or overweight, suggesting a polygenic
form of diabetes (('V.J, HIL., RGG, AGF, RZA, SEJ,
SCW, STC) (Fig. 1)

Once OGTT determinations are performed in most
members of the second and third generations we expect

TARLE 1. Phenotypic and Clinieal Profile of the Studied Putients’

to recognize a larger number of affected individuals,
making likely, in some families, the possibility of an
autosomal dominant pattern of inheritance. Results of
OGTT determinations will also allow us to perform
linkage analysis with all known phenotypes, consider-
ing the possibility of reduced penetrance in some fami-
lies.

Normal contrels for PCR-SSCP analysis included 11
unrelated nondiabetic individuals greater than 60
years of age selected from the non-affected side of the
same diabetic families,

Diagnosis

Individuals were considervd affected if they have
been treated for NIDDM, or if the results of fasting
glycemia or OGTT showed them to have diabetes or
impaired glucose tolerance (IGT) according to the
World Health Organization or the National Diabetes
Data Group criteria [WHO Expert Committee, 1980;
National Diabetes Data Group, 1979).

Clinical features of the studied patients are pre-
sented in Table L.

Determination of Isiet Cell Antibodies (ICAs)
in Patients

Due to the high proportion of patients who are
treated with insulin, islet cell antibodies were mea.
sured in all probands to identify those having an auto-
immune component. Undiluted sera were screened for
conventional [CA.IgG through indirect immunofluo-

Fasting Fasting
glycemua alyeemia
at under
Age Insulin dizgnosis treatment
Patient I Tx Other Tx BMT (mg/dl) rmyfdd Complications [CA- Ketoandasis
1 CCE 13 fha-t 226 ) 1K0 -
2. COM 13 et + exervise 183 364 B85 --
3. CTA 17 Diet 37.2 280 % -
4 MAG 14 + Exvreise 17.2 210 120 — +
8 NSG 12 - 1hiut 36.3 225 5] . -
f SRAM 15 + 4.4 400 120 — +
7. BCJ 13 + Ihet 18.5 360 80 —
8. CVJ 11 + - 28 250 90 — - +
9 HJL 11 Diet 38.4 280 85 - -
cJC 12 + Hypoglycem:es 238 500 90 {Cataracts
MHH 13 - et 259 342 95 — -
. MBI 15 - Iiet + exereise 213 380 80 — - -
. QGR 10 + - 2586 444 180 — - +
RGG I3 + Diet 304 350 250 - - -
AGF 09 + - 145 398 62 — -
5. MCB 12 - MHet 27.3 400 #5 — - -
. BHG 15 - Hypoglyernnes 28.2 300 145 —
RZA 13 + Diet 277 180 80 - -
SET 13 + 27.2 220 93 — -
SCW 14 + 26.1 750 B0 - - +
(LJA 13 + 24.5 280 80 — -
22, 8TC 12 + 18.6 400 250 — -
23 HAD 13 + Hypoglycemics 285 264 130 — B
24 RVd 13 + - 277 448 100 - + +

'Twenty-four families were studied. Twaenty-two display carly onset non-insulin-dependent dinbetes mellitus and two mere were

cinssified as having

IDDM Boxdy muss index tBMD by given in kg/m?, Nermal weight was considered between 19 and 24 kg/m? for females and betwoern 2023 for malex
Values abave 30 kg/m” wore considored s abesity for hoth sexes [ix, diagnosis; Tx, treatment: islet cell antibedies 114 Ast were assaved as described 1n

Aateruds and Methaods



rescence on 4 pm crystal sections of human pancreas,
as previously described [Bottazo et al., 1974). The ICA
titer in all sera was measured through a serial twofold
dilution in PBS. The same pancreatic specimen was
used for testing all sera in this study. Every assay in-
cluded positive and negative unblinded calibrators and
blind serial dilutions of the same positive and negative
control sera. Sections were read blind by twe members
of the team. In case of discrepancy in the readings, a
third reading was sought by an additional member of
the team (Bottazo and Gleichman, 1986]. End point
titers were converted to JDFU (Juvenile Diabetes
Foundation Units) [Bonifacio et al., 1988f. The thresh-
old of ICA detection was 4 JOFU. Only three patients
were positive for ICAs: MAG, HAD, and RVJ. The cor-
responding titers are 32, 32, and 80 JDFLIL.

Insulin Treatment

In those patients treated with insulin, its adminis-
tration was started after a documented failure of diet
and sulfonylurea drugs. Failure is defined as sustained
fasting glycemia greater than 140 mg/dl, ketosis, or
abnermalities in growth rate.

Establishment of the Repository of
Transformed Lymphocytes

Peripheral lymphocytes were isolated from total
blood using Ficoll-Phage gradients and infected with a
supernatant containing Epstein-Barr virus, as de-
scribed previously [Louie and King, 1991]. After one to
four weeks in culture, proliferating clones were recov-
ered, amplified, and frozen in liquid nitrogen.

PCR-SSCP (Single Stranded Conformational
Polymorphism) and Sequence Analysis

Genomie DNA was obtained from peripheral white
blood cells or frem lymphocyte cell lines using the pro-
teinase-K, phenol/chloroflorm extraction method, as de-
seribed previously [Wyman and White, 1980|. PCR
primers were previously reported [Stoffel et al., 1992]
These primers were designed to amplify all the exons
from the glucokinase gene as well as the exon/intron
junctions. Two additional oligonucleotides were syn-
thesized to amplify 237 bp from the 3' end of the gene
(sense 5 -GCGGCAGGAGCAGGAACAGAG-3' and an-
tisense 5'-GTCTAGGTCTGGTCAAGCTGTTG-3").
PCR amplifications were carried out using 50 ng of
DNA, 10 pmol of each primer, 0.1 pC of 3P dCTP {Am-
ersham 3000 Cifmmol), 1 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl,
and 1 unit of Tag polymerase (Perkin Elmer) in a re-
action volume of 10 pl

Annealing temperatures were chosen according to
the T, for cach primer pair. 3SCP analysis of the am-
plified PCR product was performed, as described pre-
viously [Orita et al., 198%a,b]. Samples were run in 5%
polyacrylamide gels both in the absence or presence of
10% glycerol (vol/vol) at room temperature at 6-12
watts for 5-15 hr. At least one affected member from
cach family was studied.

Computer Simulation Analysis

In order to evaluate the petential informative value
of the studied families in linkage studies, we performed
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a series of computer simulations using allelie frequen-
cies determined for D20517, a marker linked to MODY
on chromosome 20 [Rothschild et al., 1993}. We ana-
lyzed 11 families where age data on every individual
was available (pedigrees CV.J, CCE, HJL., MSG, MHH,
MBI, RGG, AGF MCE, OJA, MAG) assuming autose-
mal dominant inheritance in all of them (Fig. 1). The
LINKAGE software version 5.2 was used. Maximum
LOTD scores were determined at 0, 0.1, and 0.5 recom-
bination fractions [Ott, 1989; Weeks et al., 1990] under
the three parameters defined for the MODY Caucasian
pedigree RW |Bowden et al., 1992]: 1} autesomal dom-
inant model, 2) age-dependent penetrance, and 3} dis-
ease allele frequency of 1%. A total of 1,000 replicates
were generated and analyzed for each famly, Allelic
frequencies for the marker D20517 were determined in
64 unrelated healthy Mexican individuals [Berumen-
Campos et al |, 1994]

RESULTS

PCR-SSCP analysis of the glucokinase gene in at
least one affected individual from each fumily detected
no mutations in any of the exons or the exonfintron
boundaries screened. Only a single polymorphism was
detected in the 3’ non-coding region of the gene (nucleo-
tide 361 from the stop codon! in four of the 28 patients
and in three of the eleven nondiabetic controls, A
nucleotide change G—A wias observed by direct se-
quencing at this position, confirming that the SSCP
analysis was able to detect alterations in mobility due
to a single nucleotide change.

Because close to 40% of the reported mutations in the
glucokinase gene are present i1, win 7, in addition te
PCR-S5CP, exon 7 was analyzed by direct sequencing.
Nov deletions, insertions, or pmint mutations were de-
tected in any of the studied patients. Previously re-
ported sequence polymorphisms were not detected
within this region.

Allelic frequencres were determined for the marker
1)20517 in 69 unrelated individuals from the Mexican
populatien. These frequencies were significantly differ-
ent from thase previously reported for the Caucasian
population (£ 0.06008) [Hothschild et al., 1993]. As-
suming an autosomal dominant model and complete
penetrance, four of the eleven families analyzed by
computer simulation gave a maximum LUD score
greater than 3 (families CVJ, CCE, HJL, MCB) (Table
[1) and four additional families gave maximum LOD
scores greater than 2 (families MSG, MHH, AGF, OJA)
{Fig. 1} at recombination fraction of zero.

When simulations were run considering age-
dependent penetrance, one of the families analyzed
LCV) gave a LOD score greater than 3 and two more
displayed u 1.OI) score greater than 2 1AGY and MSG)
at recombination fraction of zero, indicating their pe-
tential informative value when determining linkage to
loci that exhibit age-dependent or incomplete pen-
etrance.

DISCUSSION

We have shown that mutations in the glucokinase
gene are not found in any of the 22 early-onset NIDDM
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TABLE II. Resulta of the Computer Simulation Analysis in
Some of the Studied Families*

del Bosque-Plata et al.

Non-
complete  Complete  Complete  Complete

Family penetrance penetrance penetrance penetrance

] 0.0 0.0 0.1 0.5

1 CCE -— 6.58 6.58 2.45

4 MAG 107 1.11 1.11 245

5 MSG 2.19 2.99 299 1.87

8 CVJ 3.36 4.22 422 225

9 HJL 1.79 3.680 3.60 150
11 MHH 1.55 2,39 2.39 2.39
i2 MBI 1.41 1.80 1.80 1.80
14 RGG 0.97 1.80 1.80 1.80
15 AGF 2.27 241 2.41 240
15 MCB — 4.19 4,19 2.16
21 OJA — 2.23 2.23 2,22

*Maximum LOD scores are shown cansidering complete and non-complete
penetrances at zero, 0.1, and 0.5 recombination fractions (8)

Mexican families, including four MODY families, nor
in the IDDM families studied. The PCR-SSCP analysis
included the entire coding region as well as the intron/
exon junctions,

According to the phenotypic and clinical profile dis-
played by the four MODY patients it is likely that they
represent a genetically heterogeneous group. Despite
the fact that three of these patients are well controlled
with diet or exercise (COM, CTA, and MAG), as MODY
patients linked to glucokinase, their age of onset is
higher than that displayed by the MODY French pa-
tients (14.6 * 2.1 vs. 7 + 4}, and one of them (CTA)
presents obesity, a phenotypic feature not found ameng
French patients. In this particular patient, whose
grandfather displays late-onset NIDDM, obesity seems
to be transmitted from the maternal side. The profile of
patients COM, CTA and MAG is certainly ifferent
from that of patients showing linkage with chromo-
some 12 markers who are usually treated with insulin
or hypoglycemic agents and have more severe fasting
glycemias (142.2 + 55.8 vs. 91.6 + 25.6) [Vaxillaire et
al., 1995]). Patients linked to MODY 1 locus {(chromo-
sorne 20) also require insulin and/or oral hypoglycemic
agents and about 25% present obesity [Fajans, 1990].
Only patient CCE displays moderate hyperglycemia
with diet as the only treatment. His clinical profile may
be compatible to that of MODY patients linked to
markers on chromosomes 12 or 20. According to our
simulation data, it should be possible to assess linkage
to these loci in this pedigree.

It is unknewn whether Mexican patients carry a de-
fect in insulin secretion, as has been shown for MODY
patients carrying glucokinase mutations (Froguel et
al., 1992; Velho et al., 1992] or those showing linkage to
chromosome 20 [Fajans, 1990). Studies to evaluate
pancreatic reserve, insulin resistance, or defects in in-
sulin secretion have not yet been performed on our
group of patients.

The clinical profile of patient MAG is rather inter-
esting in the sense that even though she has positive
islet cell antibodies, the patient has not developed a
requirement for insulin since diagnosis three years
ago. It will be of interest, however, to follow her evolu-
tion and see if insulin requirement develops with time.

This particular phenotype may represent a variant of
the classic MODY patients described by Fajans [1990),
in which members from the RW pedigree showing link-
age to chromoseme 20 markers do not develop autoim-
munity, as determined by the presence of islet cell an-
tibodies.

The absence of glucokinase mutations among our
Mexican patients suggests that the glucokinase gene is
unlikely to act as a major locus in the susceptibility to
develop diabetes in our early-onset NIDDM families,
nor as the single responsible gene in the MODY Mexi-
can families studied. It is still possible that mutations
exist within the promoter region or at the introns far
from the intron/exon junction. However, so far there is
no reported evidence for the presence of regulatory mu-
tations ir the glucokinase gene since all French MODY
patients showing genetic linkage with polymorphic
markers near the glucokinase locus carry mutations
within the coding region of the gene or at the consensus
donor/acceptor splicing sequences [Froguel et al.,
1993}. Linkage analysis using markers near the gluco-
kinase locus will be useful in determining this possi-
bility in the informative families.

Due to the high prevalence of NIDDM in the Mexican
population, marriage between diabetic subjects is not
uncommon. Most of the early-onset NIDDM subjects
may develop the disease at an early age as a conse-
quence of having both maternal and paternal inheri-
tance. However, in some families an autosomal domi-
nant pattern of inheritance can be recognized. Due to
the heterogenous nature of MODY, some of these fami-
lies may carry defective genes different from those
identified in the Caucasian population, making them &
valuable resource in the identification of new genes
implicated in the development of the disease.

For the majority of our families where a non-
mendelian form of diabetes is recognized, the most
likely approach of having informative pedigrees is the
testing for linkage using markers on chromosomes 2, 6,
and 11, found to segregate in diabetic Mexican-
American families [Hanis et al,, 1996; Stern et al.,
1996]. At least four of the eleven families analyzed by
computer simulation have proved to be informative for
further linkage studies.
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