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Resumen

La diabetes mellitus es una de las enfermedades endocrinas mas frecuentes en todo el
mundo, su prevalencia en México (10.9 %), asi como en los paises en desarrollo es muy alta.
De acuerdo con informes de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), el costo directo de
la diabetes en México en 1991 ascendié a 330 millones de ddlares y su costo indirecto fue de
100 millones de ddlares, estos costos econdmicos asociados al tratamiento y sus
complicaciones representan una grave carga tanto para los servicios de salud publica en
México como para los pacientes.

La asociacién de la diabetes mellitus con 5 factores de transcripcion y con el gen de la
glucocinasa ha permitido el estudio genético-molecular de un subtipo de diabetes denominada
MODY por sus siglas en inglés (Maturity Onset Diabetes on the young). La diabetes MODY se
caracteriza por aparecer en etapas tempranas de la vida (usualmente antes de los 30 afios),
por tener un patrén de herencia autosémico dominante, por presentar antecedentes
heredofamiliares de diabetes y por exhibir un defecto secretorio de la insulina por parte de las
células beta pancreaticas. A la fecha se conocen 5 tipos diferentes de factores de transcripcion
relacionados a diabetes tipo MODY (HNF-4a, HNF-1a, IPF-1, HNF-1p y BETA2/NeuroD1). Sin
embargo, estos no explican la gran mayoria de la diabetes de inicio temprano, sugiriendo la
existencia de otros factores de transcripcion y/o genes que pudieran estar implicados en la
formacion de las células beta pancreaticas, de la funcionalidad de éstas o bién dentro del
metabolismo de la glucosa. Asi, mutaciones en estos factores de transcripcion (incluyendo los
aln no conocidos) y/o genes relacionados, podrian ser responsables de alteraciones en las
proteinas o productos que regulan, esto aunado a un mal estilo de vida (obesidad y
sedentarismo), da lugar a un aumento en la susceptibilidad a desarrollar diabetes. El
reconocimiento de la participacion de estos 5 factores de transcripcion como causantes de
diabetes tipo MODY y de otros factores transcripcionales pancreaticos como posibles
diabetogenes, se basa en que si un factor transcripcional es afectado en su funcion por una
mutacion, la expresion de los genes que regula también sera afectada, creandose condiciones
favorables para la aparicion de hiperglucemia.

Entre los genes de factores transcripcionales propuestos como causantes de diabetes
mellitus de aparicién temprana, estan aquellos que participan en la morfogénesis y
mantenimiento de la célula beta, como HNF-3a, Pax-4, Pax-6, NKx2.2, Nkx6.1, Islet-1,
Neurogenina-3, y HIlbx-9. Asi mismo hay otros genes relacionados a diabetes de inicio
temprano entre los que se encuentran el gen de PPAR-y, gen de la calpaina-10, el gen del
receptor al glucagon y el gen de la protein-fosfatasa tipo 1 entre otros. Tanto factores de
transcripcion como genes relacionados a diabetes deberan ser mas ampliamente evaluados en
cuanto a funcionalidad, frecuencia en diferentes poblaciones y relacién existente entre ellos
con factores ambientales y nutricionales para determinar su grado de participacion como
causantes de diabetes de inicio temprano, esta busqueda debera encaminarse a interpretar la
relaciéon que existe entre el polimorfismo de los factores transcripcionales y/o genes con las
sefales para el control de la glucosa. En fechas recientes se ha estudiado la expresién
diferencial de los genes que participan en la secrecion, glucosilacion, sintesis de proteinas y
sefalizacion del metabolismo de la glucosa mediante analisis de microarreglos, que junto con
estudios fisiolégicos y de biologia molecular nos ayudaran a identificar todos aquellos genes
responsables de la diabetes de inicio temprano, asi como entender mejor la participacion de
estos genes y su involucramiento en el desarrollo de la diabetes, de tal forma que podamos
entender completamente las bases genéticas y patofisiologicas de esta enfermedad.
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Introduccion

La importancia de los factores de transcripcion implicados como causantes de diabetes
mellitus de aparicion temprana ha tomado un gran auge en los Ultimos veinte afios. El
conocimiento de la estructura y funcién de los factores de transcripcién nos ha permitido en
parte, conocer y entender la forma en que se relacionan con el DNA, asi como identificar las
alteraciones que surgen en los érganos donde ellos actlian y se expresan. Cuando estos
factores transcripcionales presentan mutaciones en su estructura generan como consecuencia
la aparicion de enfermedades como la diabetes. Es por ello que en este trabajo se hace un
estudio bibliografico sobre la estructura, funcién y relacién de los factores transcripcionales,

con el desarrollo de diabetes mellitus de inicio temprano.

Antecedentes.- La Diabetes mellitus es una enfermedad en la que se presentan
alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, junto con una relativa o
absoluta deficiencia en la secrecion de insulina y con grados variables de resistencia a ésta.
Cuando la enfermedad se establece como tal, se caracteriza por hiperglucemia en ayuno y, en
la mayoria de los pacientes con larga evolucién de la enfermedad se presentan alteraciones
microangiopaticas, en especial retinopatias y nefropatias, asi como alteraciones
macroangiopaticas como aterosclerosis y alteraciones neurolégicas (1-6). La diabetes no es
solo la elevacion de glucosa en sangre, sino un transtorno muy heterogéneo que implica
varias anormalidades. Esta heterogeneidad significa que hay diferencias congénitas,
ambientales e inmunoldgicas entre grupos de pacientes en cuanto a etiologia y patogénia, asi
como en la historia natural y en la respuesta al tratamiento, de tal forma que la diabetes no es
una simple enfermedad sino un sindrome que debe enfocarse desde el punto de vista integral

(7).
La diabetes constituye un problema sanitario de indudable importancia debido a

diferentes causas (8):

» Elevada prevalencia

Cronicidad.

Repercusion en multiples 6rganos o sistemas.
Discapacidad frecuente.

Costos econémicos.
La diabetes mellitus es una enfermedad multifactorial (9), desérdenes como intolerancia

a la glucosa o glucosa en ayuno alterada son factores de riesgo para una diabetes mellitus
7
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futura, ademas sugieren que el riesgo de las complicaciones diabéticas comienza muchos
anos antes del inicio clinico de la diabetes (10,11).

Recientemente, tanto la intolerancia a la glucosa como la glucosa en ayuno alterada, se
han catalogado como “prediabetes” (12), diversos estudios han mostrado que una modesta
pérdida de peso y una actividad fisica regular pueden reducir la rapida progresién de
intolerancia a la glucosa a diabetes tipo 2 (13,14). El tratamiento con metformina (15),
acarbosa (16) orlistat (17) y troglitazona (no disponible comercialmente) han mostrado ser
efectivas en disminuir la progresion a la diabetes (18).

Anteriormente la diabetes tipo 2 se catalogé como una enfermedad relativamente sola,
pero en realidad la diabetes tipo 2 es frecuentemente una manifestacion de muchos
desdrdenes a la vez (19,20), estos estan incluidos en el denominado sindrome metabdlico
(21), el cual conjunta un grupo de factores de riesgo cardiovasculares (22,23), que sumandose
a la intolerancia a la glucosa incluyen hiperinsulinemia, dislipidemia (24), hipertension (25),
obesidad visceral (26), hipercoagulabilidad y microalbuminuria (27,28).

La homeostasia en ayunas es el balance entre la produccién de glucosa por el higado y
la utilizacién de la glucosa por el musculo y la grasa. Aunque el metabolismo de la glucosa
esta influenciado por muchas hormonas e intermediarios metabdlicos, el transporte normal de
la glucosa depende principalmente de solo 4 factores (29,30):

1. La propiedad del cuerpo para segregar insulina en forma precisa.

2. La propiedad de la insulina para inhibir la salida de glucosa hepética.

3. La propiedad de la insulina para promover el transporte de la glucosa, es decir la

sensibilidad de la insulina

4. La propiedad de la glucosa para ingresar en las células en ausencia de insulina,

también llamada sensibilidad de la glucosa o efectividad de la glucosa.
La patogénia de la diabetes tipo 2 involucra por lo menos 2 defectos en este sistema de
regulacion (31):
1. La lesion que se detecta en forma mas precoz es la resistencia a la insulina en los
tejidos periféricos, las células beta del pancreas detectan la resistencia a la insulina
y responden aumentando la secrecion de insulina, a medida que progresa el estado
prediabético, la resistencia a la insulina aumenta y los niveles de insulina suben
gradualmente (32).

2. El pancreas pierde su propiedad para satisfacer esta demanda, los niveles de
insulina comienzan a disminuir y se desarrolla la diabetes no insulino dependiente.
En esta etapa la célula beta esta desensibilizada a la estimulacién por la glucosa
pero todavia responde a otros secretagogos de insulina (33).

Una significativa evidencia indica que la diabetes tipo 2 y los principales defectos que la
acomparian son el resultado de la interaccion entre los genes del individuo y el medio
ambiente (34). Los estudios en poblaciones con alto riesgo de desarrollar diabetes tipo 2,
como los indios Pima, o los hijos de padres diabéticos, han demostrado que la resistencia a la
insulina precede y predice el desarrollo de diabetes tipo 2 (35). En estas poblaciones la baja
sensibilidad de la insulina puede detectarse en las personas normoglucémicas en etapas
como la adolescencia o al principio de la segunda década de la vida. La presencia de familias
completas con sensibilidad a la insulina alterada, nos indica que la sensibilidad a la insulina
se hereda, los estudios longitudinales han demostrado que los descendientes con una baja
sensibilidad de la insulina tienen muchas més probabilidades de desarrollar diabetes tipo 2
que aquellos con sensibilidad de insulina normal o elevada (36,37).

Mientras que los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 pueden tener niveles de insulina
normales o altos, los niveles de glucosa en sangre son mas altos adn, por lo que se

esperarian niveles de insulina igualmente altos, pero con una funcion normal por parte de las
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células beta, lo cual no sucede (38), por tanto la secrecion de insulina es defectuosa e
insuficiente para compensar la resistencia a la insulina en estos pacientes (39). Se ha notado
que la resistencia a la insulina puede mejorar con la reduccion del peso corporal y/o con
tratamiento farmacologico para la hiperglucemia, pero raramente esta resistencia a la insulina
es restaurada a valores normales (40).

La gravedad de la diabetes mellitus tipo 2 radica en el gran nimero de personas que la
padece, y en que ésta enfermedad estd apareciendo a edades mas tempranas de la vida,
como en nifos y adolescentes, lo que representa un problema de salud publica de grandes
proporciones (41,42). La diabetes tipo 2 también ocurre frecuentemente en mujeres que han
tenido diabetes mellitus gestacional y en personas con hipertension y/o dislipidemias, su
frecuencia varia en diferentes subgrupos étnicos o raciales (43).

De manera general |a diabetes tipo 2 es una enfermedad poligénica y heterogénea, pero
las formas monogénicas de diabetes, se desarrollan en pacientes jovenes, mientras que las
formas poligénicas se presentan en una etapa mas avanzada de la vida. Eestudios realizados
en las dos Ultimas décadas sefialan la participacién de genes especificos en el desarrollo de
un subtipo de diabetes denominada diabetes tipo MODY (maturity onset diabetes of the
young), estos genes son responsables de los fenotipos diabéticos de inicio temprano, y en su
mayoria son genes que codifican para factores de transcripcion pancreaticos, por lo que estos
genes son de gran importancia por participar en la formacién de otras proteinas implicadas en
la regulacién del metabolismo de la glucosa, y por estar involucrados en la susceptibilidad a
desarrollar diabetes, cuando surgen alteraciones en ellos (44).

Diabetes mellitus tipo 2 de inicio temprano
En 1960, se dio a conocer el primer reporte basado en estudios prospectivos de los

familiares en primer grado de pacientes con diabetes mellitus tipo 2, cuya diabetes era
moderadamente asintomatica y que se presentaba en nifios, adolescentes y adultos jovenes.
La intolerancia a la glucosa y la hiperglucemia en ayunas, podian ser mejoradas o
normalizadas con terapia de sulfonilurea (45). En 1965 se uso el término de diabetes de inicio
temprano para este tipo de diabetes, enfatizandose su fuerte naturaleza genética (46). En
1974 Tattersall (47), reporté una forma leve de diabetes en tres familias de un hospital de
Inglaterra, reconociéndose que la diabetes en estas familias tenian un modo de herencia
autosémico dominante. En 1975, Tattersall y Fajans (48) diferenciaron el modo de herencia
entre 35 familias con diabetes mellitus tipo 1 y 24 familias de Michigan con diabetes de inicio
temprano, confirmando su herencia autosémico dominante. Varios afios antes (1928),
Cammidge habia sugerido la existencia de una forma moderada de diabetes con una herencia
dominante basada en el descubrimiento de glucosuria, aunque los niveles de glucosa
sanguinea no fueron reportados (49).

La diabetes de inicio temprano fue definida como un subtipo de la diabetes mellitus tipo
2, caracterizada por aparecer en jovenes usualmente menores de 25 afios, ademas de tener
una herencia autosémico dominante. Actualmente la diabetes mellitus tipo 2 de inicio
temprano es un grupo de desordenes, caracterizado por ser una diabetes no ceténica, de
herencia autosémica dominante, que se presenta usualmente antes de los 30 afios de edad, y
por tener un defecto primario en la funcién de la célula beta-pancreatica. El defecto primario
en la secrecion de insulina, se refiere a una produccién de insulina disminuida por parte de la
célula beta, en respuesta a la administracién de glucosa por via oral o intravenosa, o bien lo
que es lo mismo, una defectuosa secrecion de insulina presente en sujetos prediabéticos con
mutaciones en dichos genes (50).

La clasificacién de diabetes hecha por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA),

categoriz6 a la diabetes mellitus tipo 2 de inicio temprano como una “diabetes debida a
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defectos genéticos en la funcion de la célula beta-pancreatica” (51,52). A la fecha este tipo de
diabetes puede ser el resultado de mutaciones heterocigotas en 6 genes, 5 de estos genes
codifican para factores de transcripcion: HNF-4a, HNF-1e, IPF-1, HNF-1p y BETA2/NeuroD1
(53,54) y uno de ellos codifica para la glucocinasa (GCK), una enzima muy importante que
interviene en la via glucolitica (55).

Sin embargo, hay un gran numero de familias, que no presentan mutaciones en
ninguno de estos genes, indicando que hay otros genes que pueden causar esta forma de
diabetes (56). Aproximadamente del 15 — 20% de familias caucéasicas y un 80% de familias
japonesas caen dentro de este grupo, la edad de aparicion de la enfermedad en este grupo
parece ser mas elevada que en las otras formas de diabetes de inicio temprano, por tanto
mutaciones en otros factores de transcripcion expresados en la célula beta-pancreatica
pueden generar la aparicion de diabetes de inicio temprano en algunas de estas familias (57).

Prevalencia.- Varios cambios en el comportamiento y en el estilo de vida en el siglo
pasado han tenido por resultado un dramatico incremento en la incidencia de la diabetes
mellitus en todo el mundo, este incremento se da principalmente en la diabetes tipo 2 debido a
su asociacion con la obesidad y con el sindrome metabdlico (58,59). La diabetes mellitus,
considerada por largo tiempo como una enfermedad de importancia menor en el mundo de la
salud, ha tomado su lugar como una de las principales amenazas para el bienestar y salud
humana en el siglo XXI. En las dos décadas pasadas se ha observado un gran incremento en
el nimero de personas diagnosticadas con diabetes mellitus en todo el mundo (60).

Como ya se ha dicho grandes cambios en el entorno, en la conducta y en el estilo de vida
de las personas han generado altos rangos de obesidad y diabetes. De ahi la reciente
adopcién del término “diabesidad”, sugerido primeramente por Shafrir hace varias décadas
(61).
La diabetes mellitus tipo 2 representa del 90-95% de la poblacién diabética, como se ha
mencionado, el porcentaje de personas con diabetes va en aumento, actualmente se estima
que habra de 150 a 220 millones en el afio 2010, y 300 millones en afio 2025 (Fig. 1). La
mayoria de los casos son y seran de diabetes tipo 2, la cual esta fuertemente asociada con un
estilo de vida sedentario y con obesidad (62) ademas se espera que su frecuencia en el todo
mundo siga aumentando un 6% por afio, y que la mayoria de este aumento se de en paises

en desarrollo (63).
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Fig. 1 Numero de personas con diabetes mellitus en todo el mundo’

La prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2 varia enormemente de poblacién a poblacion y
a través de todo el mundo, asi por ejemplo se observan altos rangos en afro-americanos,
México-americanos y americanos nativos (64). En los indios Pima de Arizona 50% de los
adultos mayores de 35 afios presentan la enfermedad y un 66% esta presente en indios Pima
ancianos (65), un 40% en los habitantes de Nauru en el Pacifico central, y entre 10-15% en
distintos grupos asiaticos. En todas las poblaciones la prevalencia aumenta con la edad, en
personas blancas la prevalencia de diabetes alcanza 17% hacia los 80 afios (66) .

El rango de diabetes en diferentes grupos étnicos que viven en el mismo pais varia
considerablemente, se ha observado que hay diferencias significativas en el porcentaje de
diabetes entre personas migrantes y aquellas que permanecen en su propio pais. En la
mayoria de los casos, los porcentajes en los migrantes son mas altos que en las poblaciones
indigenas, estos incrementos reflejan el efecto de los cambios en el ambiente sobre la
enfermedad. En algunas poblaciones dramaticos aumentos en la prevalencia de diabetes se
han observado en cortos periédos de tiempo, estos incrementos en la prevalencia parecen
estar relacionados a cambios en el estilo de vida que adopta la poblacién cuando se traslada a
otro lugar de residencia (67).

En paises como México donde la diabetes mellitus es comin, la prevalencia de la
enfermedad esta aumentando en adultos jovenes, asi las consecuencias de la diabetes tales
como exposicion prolongada a hiperglucemia y dafio vascular, incrementan la posibilidad de
que el paciente pueda desarrollar complicaciones cronicas como retinopatia, nefropatia, y
neuropatia entre otras (68). Las personas con diabetes de aparicion temprana generan una
forma mas severa de diabetes y requieren tratamiento con insulina tan pronto como se realiza
el diagnostico (69).

! Zimmet et al. Global and social implications of the diabetes epidemic.Nature 414 (6865): 782-787.2001



En nuestro pais los estudios realizados sobre caracteristicas y consecuencias de la
diabetes diagnosticada entre los 20 y 40 afos de edad han sido en casos particulares que han
sido captados en los hospitales. En 1993 se realizo un estudio en el cual se analizaron 14,069
pacientes de 417 ciudades diferentes de toda la republica, 993 (7%) personas de los 14,069
fueron diagnosticados con diabetes tipo 2, incluyendo 143 personas menores de 40 afios
(14% de las personas diabéticas). Dentro de los 143 pacientes con diabetes de inicio
temprano, 83 (58%) habian sido diagnosticados anteriormente y 60 fueron diagnosticados en
ese momento. Se observo que las personas con diabetes mellitus de inicio temprano tenian
una prevalencia mas alta de presentar obesidad, resistencia a la insulina, alta presion
sanguinea, alteraciones en el metabolismo de los lipidos y mayor tendencia a padecer un
infarto al miocardio, en comparacién con aquellas personas tomadas como control, ademas
aquellas personas con diabetes tenian menos educacion, ingerian méas alcohol, fumaban mas
y permanecian desempleados mucho mas tiempo que las personas tomadas como control.
Una gran proporcién de las personas con diabetes provenia del norte de México, mientras que
en el sur del pais se capturaron menor niumero de casos debido en gran parte a que en esa
zona la vida es mas tranquila y no tan occidentalizada como sucede en el norte de nuestro
pais (70). En ese estudio, la diabetes de inicio temprano estuvo presente en el 14% de los
mexicanos con diabetes tipo 2, lo que indica una prevalencia tan alta como la reportada en
paises desarrollados como los que se encuentran en Europa (<9.4%) (71), pero menor que en
la India (25%) (72), el medio oriente (aproximadamente 36%), y los americanos nativos en los
Estados Unidos (aprox. 26%) (73,74). )

Otro reporte indica que la diabetes de inicio temprano afecta arriba del 1.8% de los
mexicanos entre 20-40 arfios de edad, un porcentaje menor que el presentado por los méxico-
americanos (2.3%) en los Estados Unidos (75). Si los resultados de este estudio en poblacion
mexicana se aplican al censo efectuado en 1995, entonces cerca de 318 mil pacientes con
diabetes tipo 2 de inicio temprano vivian en la zona urbana de México. Este nimero de casos
muy probablemente crecidé en los siguientes afios, pues la mitad de los mexicanos son
menores de 20 afios y por la gran influencia del estilo de vida de paises occidentalizados
donde la diabetes es mas frecuente (76).

Segun informacion de la Encuesta Nacional de Enfermedades Cronicas (ENEC 1993) se
estimo una prevalencia de diabetes de 8.2% en la poblacién mexicana de 20 a 69 afios y para
el afio 2000 la Encuesta Nacional de Salud (ENSA 2000) estimo la prevalencia en 10.9%. (77).

En nuestra poblacién asi como entre la poblacion México-Americana mas de la mitad de
las personas con diabetes desconocen su condicion. Esta situacion aunada al desempleo y a
un estado socioeconémico bajo contribuye a altos indices de complicaciones cronicas, las
cuales pueden ser prevenidas con un diagnostico y tratamiento certero, apropiado y a tiempo
(78).
Nuevos y recientes estudios basados en diferentes poblaciones de toda la nacién, son
necesarios para describir la prevalencia y las caracteristicas de los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 de inicio temprano. Esta informacién sera de suma importancia para desarrollar
medidas preventivas en un pais como el nuestro, donde el 79% de la poblacién es menor de

40 arios (79).



Metabolismo de la glucosa

La naturaleza de la dieta establece los patrones basicos del metabolismo en los tejidos,
los mamiferos como los humanos, necesitan procesar los productos absorbidos resultantes de
la digestién de los carbohidratos, lipidos y proteinas de la alimentacién. Estos productos son
principalmente la glucosa, acidos grasos, glicerol y aminoacidos respectivamente, todos los
productos de la digestion se procesan en su respectiva via metabdlica hasta un producto
comun: la acetil-CoA, que posteriormente se oxida por completo a través del ciclo del 4cido
citrico (80).

La mayor parte de los carbohidratos de la dieta se absorbe como glucosa al torrente
sanguineo o se convierte en ésta en el higado y es a partir de la glucosa que se pueden
formar otros carbohidratos en el cuerpo. La glucosa constituye un combustible tisular
importante de los mamiferos y un combustible universal para el feto. La glucosa se convierte
a ofros carbohidratos que desempefian funciones especificas como glucégeno para
almacenamiento, ribosa en los acidos nucleicos, galactosa en la lactosa de la leche, en ciertos
lipidos complejos, y en combinacién con las proteinas en las glucoproteinas y los

proteoglucanos (81).

Concentracion de glucosa en sangre.- En el estado de posabsorcion, la
concentracion de la glucosa sanguinea en los humanos y en muchos mamiferos, se encuentra
en el intervalo de 4.5-5.5 mmol/L. Después de una ingestion de una comida rica en
carbohidratos puede aumentar de 6.5-7.2 mmol/L. Durante el ayuno las concentraciones
disminuyen a valores entre 3.3-3.9 mmol/L. La disminucion subita de la glucosa sanguinea
produce convulsiones, lo mismo que la sobredosis de insulina, debido a la dependencia

inmediata del encéfalo del suministro de glucosa (82).

Origen de la glucosa.- La mayor parte de los carbohidratos digeribles de la dieta
forman glucosa, los carbohidratos de la dieta digeridos activamente contienen residuos de
glucosa, galactosa y fructosa que se liberan en el intestino, estos residuos se transportan al
higado a través de la vena porta hepatica, la galactosa y la fructosa se convierten faciimente a
glucosa en el higado (83).

La glucosa se forma a partir de compuestos gluconeogénicos que alimentan la
gluconeogénesis, estos compuestos estan incluidos en dos categorias (84,85):
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1) los que son objeto de una conversion directa neta a la glucosa sin un proceso de

reciclaje significativo como algunos aminoacidos y el propionato.

2) los productos del metabolismo parcial de la glucosa en ciertos tejidos y que se
transportan al higado y al rifién para la sintesis de la glucosa.

Asi, el lactato formado por la oxidacién de la glucosa en el musculo esquelético y en
los eritrocitos se transporta al higado y al rifién donde se reconstituye en glucosa y esta de
nuevo queda disponible por medio de la circulacién para su oxidacion tisular. Este proceso se
conoce como el Ciclo del acido lactico. El glicerol 3-fosfato para la sintesis de los
triacilglicéridos en el tejido adiposo proviene de la glucosa sanguinea, los acilgliceroles del
tejido adiposo continuamente son objeto de hidrélisis para formar glicerol, el cual no puede
utilizarse por el tejido adiposo, y en consecuencia difunde hacia la sangre. En higado y rifion,
el glicerol se convierte en glucosa mediante mecanismos gluconeogénicos (86).

Entre los aminoacidos transportados desde el musculo hasta el higado durante el
ayuno predomina la alanina, lo que ha dado lugar a proponer la existencia de un ciclo glucosa-
alanina con el propésito de recircular la glucosa desde el higado hasta el musculo, con
formacion de piruvato seguida por transaminacion a alanina, y después el transporte al higado
para regresar como glucosa mediante gluconeogénesis. La energia necesaria para la sintesis
hepatica de la glucosa a partir del piruvato se obtiene de la oxidacion de los acidos grasos, la
glucosa también se forma mediante la glucogendlisis a partir del glucégeno hepatico (87).

Destino de la glucosa.- La glucosa se metaboliza a piruvato y lactato por la via de la
glucdlisis, la glucosa es un sustrato Unico, ya que la glucdlisis puede proceder en ausencia de
oxigeno (anaerobia) y en este caso el producto final es el lactato. Sin embargo, los tejidos
capaces de utilizar el oxigeno (aerobios) pueden metabolizar el piruvato a acetilCoA, la cual
ingresa al ciclo del acido tricarboxilico para su oxidacion completa hasta CO, y H,0O, con
liberacion de mucha energia libre como ATP en el proceso de la fosforilacion oxidativa, por
tanto la glucosa constituye un combustible importante para muchos tejidos (88,89). Sin
embargo la glucosa (y ciertos metabolitos de esta) también participa en otros procesos, por
ejemplo (90,91):

1. Conversion a glucégeno, particularmente en musculo esquelético e higado.

2. La via de los fosfatos pentosa, que se incia con los intermediarios de la glucdlisis. Esta
via constituye una fuente de equivalentes reductores para la biosintesis (por ejemplo de
acidos grasos) y también la ribosa importante para la sintesis de nucleétidos y acidos
nucleicos.

El Fosfato de triosa da origen a la porcién glicerol de los acilgliceroles (grasas).

El piruvato y los intermediarios del ciclo del acido citrico proporcionan los esqueletos
de carbono para la sintesis de los aminoacidos, y la acetil-CoA constituye el bloque
estructural para los acidos grasos de cadena larga y el colesterol, este Ultimo precursor
de todos los esteroides sintetizados en el cuerpo. La gluconeogénesis es el proceso
por el cual se produce la glucosa a partir de precursores no carbohidratos, por ejemplo,
del lactato, de los aminoacidos y del glicerol.

La glucosa resultante de la digestion de los carbohidratos y los aminoacidos resultantes de
la digestion de las proteinas, comparten una ruta comin de absorcion por la vena porta
hepatica, por lo que estos metabolitos se dirigen al higado. El higado regula la concentracion
sanguinea de estos metabolitos y de otros mas, en el caso de la glucosa esto se logra
mediante la captura de exceso de dicha glucosa y su conversion en glucégeno (glucogénesis)
0 en grasa (lipogénesis). Entre comidas el higado puede hacer uso de sus reservas de
glucégeno para reponer la glucosa en la sangre (glucogenolisis) y obtener glucosa a partir de

metabolitos no carbohidratos como lactato, glicerol y aminoacidos (gluconeogénesis). El
14
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mantenimiento de una concentracion adecuada de glucosa sanguinea es vital para ciertos
tejidos en los cuales constituye un combustible obligado como lo es el encéfalo y los eritrocitos
(92,93).
El masculo esquelético utiliza la glucosa como combustible y forma lactato y COs.
Almacena glucégeno como el combustible para la contraccion muscular, y sintetiza proteinas
musculares a partir de los aminodcidos plasmaticos, el esquema siguiente muestra las rutas y

destinos de la glucosa (94).

Dieta
Glucosa Glucégeno
\\ / 3C0,
Fosfatos de glucosa
l Via de las pentosas-fosfato
A RNA
Glucolisis Fosfatos de Triosa € > Fosfato de nbosa—3> DNA

l

Piruvato — Lactato

Acilgliceroles
—> € (grasa)

Aminoacidos Acetil-CoA
/ —> Acidos grasos
Proteina
s Ciclode
Aminodcidos Krebs
3CO,

Fig. 2. Vias metabdlicas de la glucosa %

Regulacion de la glucosa sanguinea.- La conservacién de concentraciones estables
de glucosa en la sangre es uno de los mecanismos homeostaticos regulados mas finamente y
en el cual participan higado, tejidos extrahepaticos y varias hormonas. Las células hepéticas
parecen ser libremente permeables a la glucosa (via el transportador GLUT2), en tanto que las
células de los tejidos extrahepaticos (excepto islotes pancreaticos) son relativamente
impermeables. Como resultado, el paso a través de la membrana celular es el paso limitante
de la velocidad en la captura de la glucosa por los tejidos extrahepaticos, y una vez que la

? Bioquimica de Harper. Murria y Granner. Ed. Manual Modemo. 2001
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glucosa ingresa a las células la hexocinasa cataliza su fosforilacién rapida. Por otra parte es
probable que la actividad de ciertas enzimas y la concentracion de intermediarios importantes
ejerzan un efecto mucho mas directo sobre la captura o expulsion de la glucosa por el higado

(95,96).

Glucocinasa.- La hexocinasa se inhibe por la glucosa-6-fosfato lo cual constituye el
control por retroalimentacion sobre la captura de la glucosa en los tejidos extrahepaticos que
dependen de la hexocinasa para la fosforilacion de la glucosa. El higado no presenta dicha
restriccién debido a que la glucosa-6-fosfato no afecta a la glucocinasa. La glucocinasa tiene
menor afinidad por la glucosa que la hexocinasa, por lo que incrementa su actividad cuando
se sobrepasa el intervalo fisiolégico de las concentraciones de glucosa. Esto se relaciona
especificamente con la captura hepatica de glucosa, cuando existen grandes concentraciones
de ésta en la vena porta hepatica después de la ingestion de carbohidratos (97).

Insulina.- Es secretada en respuesta directa al grado de hiperglucemia, la célula beta
es permeable a la glucosa mediante el transportador GLUT2 y la glucosa se fosforila por
medio de la glucocinasa, una vez dentro y fosforilada la glucosa desencadena una serie de
eventos que permiten la salida de la insulina por medio de la exocitosis (98,99). Otras
sustancias inductoras de la salida de insulina en el pancreas son aminodcidos, acidos grasos
libres, cuerpos cetodnicos, glucagon, secretina y drogas que contienen sulfonilurea. La
adrenalina y noradrenalina impiden la liberacién de la insulina. La insulina tiene el efecto
inmediato de incrementar la captura de la glucosa en los tejidos como el adiposo y el
muscular, esta accion se debe al aumento del transporte de la glucosa a través de la
membrana celular mediante el reclutamiento de los transportadores de glucosa (GLUT4)
desde el interior de las células hasta la membrana plasmatica (100). En contraste la insulina
no tiene efecto directo sobre la penetracién de la glucosa en las células hepéticas, lo que
concuerda con el hecho de que el metabolismo de la glucosa en las células hepaticas no esta
limitado por su permeabilidad a la glucosa. Sin embargo, la insulina aumenta a largo plazo la
captura de la glucosa por el higado como resultado de su influencia sobre la sintesis de las
enzimas controladas de la glucdlisis, glucogénesis y gluconeogénesis. La insulina tiene un
efecto activador inmediato sobre la glucégeno sintetasa (101,102).

Glucagon.- El glucagon es una hormona producida por las células o de los islotes
pancreaticos, su secrecion es estimulada por la hipoglucemia. Una vez que la hormona llega
al higado a través de la vena porta produce glucogendlisis mediante la activaciéon de la
fosforilasa. La mayor parte del glucagon enddgeno (y de insulina) se elimina de la circulacién
en el higado, a diferencia de la adrenalina, el glucagon no tiene efecto sobre la fosforilasa
muscular, asimismo, el glucagon estimula la gluconeogénesis a partir de los aminoacidos y del
lactato. En todas estas acciones el glucagon actia a través de la generacion de AMPc. La
glucogendlisis y la gluconeogénesis hepaticas contribuyen al efecto hiperglucemiante del
glucagon, cuyas acciones se oponen a las de la insulina (103).

La hipdfisis anterior secreta hormonas que tienden a incrementar la glucosa sanguinea,
y por tanto antagonizan la accion de la insulina (104), éstas hormonas son:

Hormona del Crecimiento (GH).- La hipoglucemia estimula la secrecién de la
hormona del crecimiento, esta disminuye la captura de la glucosa en ciertos tejidos como el
musculo, parte de este efecto podria ser indirecto ya que la hormona moviliza los acidos
grasos libres a partir del tejido adiposo, los que, por si mismos, inhiben la utilizacién de la
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glucosa. El suministro cronico de la hormona del crecimiento conduce a la diabetes, al
producir hiperglucemia, la hormona estimula la secrecién de insulina y finalmente el
agotamiento de las células beta (105,106).

Glucocorticoides (11-oxiesteroides).- Los Glucocorticoides se secretan por la
corteza suprarrenal y son importantes en el metabolismo de los carbohidratos, su
administracion incrementa la gluconeogénesis, este incremento resulta del aumento del
catabolismo proteinico en los tejidos, del incremento de la captura hepética de aminoacidos y
del aumento de la actividad de las aminotransferasas y otras enzimas relacionadas con la
gluconeogénesis en el higado, ademas los glucorcorticoides inhiben la utilizacién de la
glucosa en los tejidos extrahepaticos. En todas estas acciones los Glucocorticoides actGian

como antagonistas de la insulina (107,108).

Adrenalina.- La adrenalina se secreta en la médula suprarrenal como respuesta a
estimulos estresantes (miedo, excitacién, hemorragia, hipoxia, hipoglucemia, etc.) y da lugar a
la glucogendlisis en el higado y en el misculo debida a la estimulacion de la fosforilasa por
medio de la generacién de AMPc (109).

Hormona Tiroidea.- La hormona tiroidea también modifica la glucosa sanguinea, hay
evidencia de la accion diabetogénica de la tiroxina asi como de la inhibicién del desarrollo de
la diabetes como consecuencia de la tiroidectomia (110), también se ha observado la
ausencia total de glucégeno en el higado de los animales tirotoxicos. Los pacientes
hipertiroideos presentan aumento de la glucosa sanguinea en ayunas, y esta disminuye en los
pacientes hipotiroideos. Sin embargo, al parecer, los pacientes hipertiroideos utilizan la
glucosa con una velocidad normal o mayor, en tanto que los pacientes hipotiroideos presentan
una disminucién de la capacidad para utilizar la glucosa y son mucho menos sensibles a la
insulina que las personas sanas o hipertiroideas (111,112).



Biologia Molecular de los Genes

Genes y transcripcion.- Como es bien sabido, los genes contienen la informacion
basica sobre como los seres vivos portan su identidad que va desde la concepcion hasta su
muerte, grandes esfuerzos y prolongadas horas de trabajo en las 3 décadas pasadas han
puesto de manifiesto que la transcripcion de los genes eucaridticos es un importante proceso
bioquimico que esta cuidadosamente regulado a través de varios pasos. Analisis genéticos y
bioquimicos de modelos orgéanicos han identificado un gran nimero de factores protéicos
responsables del control de la transcripcion (113).

Las células eucaridticas portan una gran cantidad de informacién genética comparada
con los 35 mil genes que aproximadamente contienen y, con las 6 mil a un millén de proteinas
necesarias para perpetuar la vida desde las levaduras hasta los animales. Algunos de estos
genes se expresan en todas las células a toda hora, y son responsables del campo comun
metabdlico rutinario de las funciones de toda la célula, otros se expresan solo en
determinadas células que se distinguen de una manera particular y otros mas se expresan
solamente mientras que las condiciones alrededor y en la célula cambian, como lo es la
llegada de una hormona que puede dar vuelta encendiendo (o apagando) a ciertos genes de
esa celula (114).

Ademas de todo esto, el genoma debe contener también gran cantidad de DNA cis-
regulador responsable de dirigir el patron de la expresion génica en respuesta a
requerimientos metabdlicos, desarrollo y estimulos externos. Para mantener dicho control, las
células eucariodticas tienen una organizacion de DNA dentro de discretos cromosomas, cada
uno empaquetado dentro de la cromatina, la unidad minima la cual ha sido definida como el
nucleosoma. Varios grados de accesibilidad a la secuencia de DNA existen dentro de la
cromatina a través del ciclo celular para llevar a cabo procesos bioldgicos esenciales tales
como la replicacion del DNA, expresién génica y division celular (115). Sin embargo, la
cromatina como vehiculo de empaquetamiento del DNA, y como represor global de la
transcripcion, no es suficiente ni adecuada para explicar su papel en la expresion génica, de
hecho esta claro que la cromatina es un participante activo y dinamico en la regulacion de la
transcripcién del genoma eucariético. Asi la pregunta de como se regula la expresion génica
en el complejo genoma eucaridtico ha sido re-enfocada sobre mecanismos moleculares que
han involucrado el estudio de la cromatina a través del control transcripcional (116).

18



Una caracteristica definitiva que discrimina entre diferentes genes en un genoma son
los sitios unicos cis-reguladores reconocidos por factores que se unen al DNA en secuencias
especificas, estos reguladores deben ser capaces de dirigir la transcripcion para iniciar la
sintesis de RNA asi como de identificar los promotores centrales especificos (117).

Iniciadores de la transcripcion .- Aparte de las propiedades fisicas tnicas, dadas por
la cromatina al templado de DNA, la primera indicacion de que los mecanismos de la
transcripcién eucaridtica podria tener divergencias significativas comparadas con los
procariotes, surgié hace décadas al descubrir que las células animales empleaban 3 enzimas
separadas y distintas para sintesis de RNA (118). Los analisis de genes expresados altamente
y otras unidades de transcripcion contenidos en tumores viricos con DNA que utilizaban la
maquinaria de la célula huésped, permitieron el descubrimiento de elementos de control-cis
responsables de dirigir la transcripcién de genes codificadores de proteinas por medio de la
RNA polimerasa Il (119). Prontamente se apreci6 que los genes eucariotes contenian un
complejo de secuencias especificas de DNA que unian mas cominmente a elementos
promotores centrales con diversos elementos potenciadores especificos para los genes y que
juntos cooperaban en la definicion especifica del patrén de expresion génica (120). Debido a
que la polimerasa de RNA de procariotas requeria subunidades adicionales llamadas factores
sigma (o) para el reconocimiento de DNA (121), no fue sorprendente encontrar que la RNA
polimerasa animal requeria un gran nimero de accesorios para reconocer el promotor y llevar
a cabo el inicio de la transcripcion (122).

Las investigaciones moleculares en levaduras y Drosophila (mosca de la fruta) y la
purificacion de factores de transcripcion de células de mamifero durante 10 afios (1980-1990)
revelaron la existencia de una gran familia de activadores especificos de secuencia (Sp1, AP-
1, C/EBP, NF-xB, GR, etc.), asi como factores que servian como accesorios (TFIA, TFIIB,
TFID, TFIIE, TFIIF y TFIIH) necesarios para programar un complejo RNA polimerasa Il
funcional (123,124). La capacidad de realizar reacciones de transcripcion in vitro puso de
manifiesto multiples pasos bioquimicos y ayudaron a establecer un orden general del
ensamble de estos factores, para la formacién de complejos activos de pre-iniciacion in vitro.
El desarrollo de métodos cromatogréaficos de afinidad al DNA y varias estrategias de clonacién
molecular para aislar los factores de transcripcién permitieron identificar muchas secuencias
de proteinas unidas a potenciadores especificos y por tanto a entender mejor la naturaleza de
los mecanismos de transcripcioén (125). Estos estudios permitieron también la caracterizacion
del primer factor general eucariético: TFIID el cual se pensé que era equivalente al polipéptido
identificado como una proteina de union a la caja TATA: TBP (126,127). Sin embargo,
prontamente se puso de manifiesto que el TBP recombinante podia reemplazar la fraccion
TFIID para iniciar la transcripcion basal, TBP no podia llevar a cabo la transcripcion activada
en respuesta a reguladores que se unian a los potenciadores (128). Subsecuentemente se
purificd TFIID y se determiné que era un complejo con multi-subunidades que contenia TBP y
varios otros factores o TAFs asociados a él (129). Se encontré que las subunidades TAFs de
TFIID eran responsables de la transcripcion basal. Estos experimentos permitieron generar
una hipotesis sobre co-activadores la cual proponia que una nueva clase de moléculas,
llamada co-activadores o adaptadores, eran necesarias para pasar la informacion conferida
por los activadores unidos al DNA a la maquinaria de la RNA polimerasa Il (130).

En la década pasada los analisis geneéticos y bioquimicos desde la levadura
hasta el hombre ayudaron a identificar la mayoria de los componentes de la maquinaria de
iniciacion general asi como el ordenamiento continuo de co-activadores y co-represores. Estos
estudios no solo han descubierto la complicada naturaleza de la transcripcion eucariética sino
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que han establecido firmemente la importancia de los co-activadores como mediadores del
control de la transcripcién (131).

Dado que las células animales probablemente utilicen de mil a diez mil reguladores
transcripcionales diferentes, no es dificil imaginar la necesidad de emplear adaptadores
especializados para diferentes clases de activadores y represores que interfieran con un
numero limitado de blancos dentro de la transcripcion general. Algunos de estos reguladores
pueden tener tipos similares de dominios de activacion o represion lo que muy probablemente
contribuye a su alto orden de complejidad. Considerando la gran diversidad de sefales
moleculares que deben ser interpretadas por el aparato transcripcional pareceria imposible
que cada regulador sea selectivo para cada gen y que tenga un blanco disefiado Unico para él
dentro del limitado repertorio de la transcripcién general. De hecho ahora es evidente que un
regulador dado pueda participar y funcionar con mdltiples tipos de co-activadores o co-
represores y viceversa (132).

La mayoria de los genes estan regulados por una mezcla de diferentes tipos de
coactivadores y represores de una forma coordinada, muchos cofactores transcripcionales son
miembros de complejos con multiples subunidades como TFIID. Estudios del complejo TFIID,
incluyendo extensos analisis bioquimicos del activador TAF y de interacciones del factor TAF-
basal, revelaron que diferentes clases de activadores pueden disparar distintos TAFs para
efectuar la transcripcion (133). Muchos reguladores de union al DNA en secuencias
especificas exhiben un patron de expresion especifico para cada tipo de celula, esto ha dado
evidencia de que algunos co-reguladores transcripcionales puedan tener una expresion tejido-
especifica (134).

Factores de transcripcion.- Hay un gran nimero de procesos biolégicos en los que la
funcion del DNA depende de su interaccidn especifica con proteinas, por ejemplo el inicio y
control de la expresion génica ejercidos por proteinas llamadas factores de inicio de la
transcripcion, o comunmente factores de transcripcion. Los factores de transcripcion también
son llamados “factores que actian en trans” o “factores trans”, pues sus genes estan en
posicion alejada y no relacionada con aquella region génica cuya expresion regulan. Los
factores de transcripcién reconocen e interactian con secuencias concretas del DNA, los
numerosos contactos establecidos entre la proteina y el DNA son de tipo i6nico, hidrofébico y
enlaces de hidrégeno, aunque todos ellos individualmente son enlaces débiles, juntos dan una
interaccion especifica y muy fuerte entre dichas proteinas y el DNA (135).

Para obtener un maximo nivel de transcripcion, la polimerasa precisa de dos
secuencias basicas de control en cis: llamadas promotores, y de unas secuencias adicionales
denominadas intensificadores, tanto las secuencias basicas como las adicionales son
reconocidas por factores frans, que actiian como elementos de control positivo. Para que la
transcripcién se inicie es necesario contar con promotores adecuados, los intensificadores
sirven para potenciar la tasa de transcripcion producida normalmente a partir de los
promotores. Promotores e intensificadores se distinguen principalmente por la distancia a la
que actian (136), los promotores funcionan junto al sitio de iniciaciéon, mientras que los
intensificadores usualmente lo pueden hacer a grandes distancias de ese punto. Se sabe que
a cada promotor se puede unir un nimero variable de factores de transcripcion, que actian
favoreciendo o dificultando la unién y actividad de la RNA polimerasa, o de otros factores de
transcripcion, y en consecuencia determinando la posicién y eficacia del inicio de la
transcripcion, por lo tanto, los factores de transcripcion tienen gran responsabilidad en la
regulacion de la transcripcion al permitir que la RNA polimerasa actle. La diversidad de los
factores de transcripcion es mayor que la de los promotores, lo que permite la gran flexibilidad
existente en el control de la expresion de los genes, la expresion de la mayoria de los genes
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eucaridticos se controla en el inicio de la transcripcion, esta regulacion se centra en la
interaccion de los promotores con los factores de transcripcion (137).

Promotores.- Un promotor o secuencia promotora es una region del DNA que regula
el inicio de la transcripcion de un gen, y corresponde a lo que se ha denominado region
reguladora del gen. Las secuencias promotoras también son llamadas “factores que actian en
cis” o “factores cis”, simplemente por encontrarse en la misma molécula de DNA cuya
expresion regulan. Uno de los elementos identificados como parte de los promotores
eucaridticos es la secuencia o caja TATA que indica a la polimerasa de RNA que la
transcripcién comienza aproximadamente 30 pares de bases (pb) rio abajo en los mamiferos.
La secuencia TATA funciona mejor si hay dos secuencias, localizadas a unos 40 y 110 pb rio
arriba, respectivamente del sitio de inicio de la transcripcion. La secuencia CCAAT es una de
ellas, y un segmento rico en GC puede ser la otra secuencia. La secuencia TATA y las
situadas rio arriba de ella deben ser reconocidas por proteinas reguladoras que se unen a
esos sitios y activan la transcripcion, permitiendo quizas que la polimerasa de RNA se una y la

inicie correctamente (138).

Intensificadores.- Los intensificadores son secuencias cis, que potencian la tasa de
transcripcion a partir de promotores situados en la misma molécula de DNA. Los
intensificadores llevan a cabo sus efectos a distancias de hasta varios miles de pares de
bases, ademas pueden funcionar en cualquier orientacion rio arriba o rio abajo del promotor
que potencian. En algunos aspectos, los intensificadores son similares a los promotores, ya
que estan organizados como una serie de secuencias cis que son reconocidos por factores
trans, sin embargo, los intensificadores pueden actuar a mayores distancias que los
promotores, y se sabe que los intensificadores son especificos de tejido, operando en algunos

tipos celulares pero no en otros (139).

Estructura de los factores de transcripcioén.- Se ha descrito tanto para los factores
de transcripcion como para los receptores de hormonas 3 dominios principales en su

estructura, Fig. 3 (140):

1. Dominio de unién al DNA.- que reconoce y se une a las secuencias de DNA que
actlan en cis.

2. Dominio de transactivacion.- que se encarga de activar la transcripcion.

3. Dominio de union al ligando.- dicho ligando adn no se conoce en muchos
factores de transcripcion, de ahi que se les llame receptores huérfanos.

4. Dominio de dimerizacion.- que permite a los factores transcripcionales
agruparse en dimeros, sin embargo, no todos los factores lo presentan.
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Lugar de unién al DMA expuesto
Fig. 3. Estructura de los factores de transcripcion®

Motivos de union al DNA de los factores de transcripcion.- La interaccion entre los
dominios de unién al DNA y el mismo DNA tiene lugar con el exterior de la doble hélice,
especialmente sobre el surco mayor. Una caracteristica importante de estos motivos es que
un mismo motivo puede contactar simultaneamente con varios puntos diferentes del DNA,
forzando asi en este una modificacion conformacional que hace que secuencias lejanas
puedan aproximarse. El reconocimiento entre la proteina y el DNA se ejerce a través de
regiones o elementos estructurales que son solo una parte de la estructura terciaria completa
de la proteina, y que se pueden encontrar, con una estructura espacial muy similar en
proteinas distintas, interviniendo en una misma funcién en todas ellas. Estas regiones o
elementos estructurales que reconocen al DNA se llaman motivos estructurales protéicos o
bien dominios de unién al DNA. Los dominios o motivos de unién al DNA de los factores
transcripcionales pueden clasificarse en una de varias familias estructurales, los mas
frecuentes son, Fig. 4 (141):

1.- Motivo hélice-giro-hélice

2.- Hélice-bucle-hélice

3.- Homeodominio

4.- Dedo de Zinc

5.- Cremallera de leucina

Motivo hélice-giro-hélice.- Se abrevia como HTH (helix-turn-helix), esta formado por
dos segmentos peptidicos en a-hélice, de estructura rigida, separados por una secuencia de
aminoacidos flexible, que permite que las dos hélices se aproximen entre si. Una de las a-
hélices (llamada hélice de reconocimiento), se encaja en el surco mayor del DNA, de forma
que los residuos de aminoacidos de un lado de la hélice interaccionan mediante puentes de
hidrégeno con las bases nitrogenadas expuestas en ese surco, algunos aminoacidos, situados
en la cara opuesta de la misma hélice, establecen interacciones con otros de la segunda
hélice, quedando la segunda a-hélice cruzada sobre la hélice de reconocimiento y situada en
el exterior del DNA. Esta segunda a-hélice interacciona con otras proteinas (142).

3Alberts.; Bray.; Lewis.; Raff.; Roberts.; Watson. Biologia Molecular de la célula. 3*, Ed. 1994
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Motivo hélice-bucle-hélice.- Se abrevia como HLH (helix-loop-helix), consta también
de dos segmentos de a-hélice, pero en este caso el péptido que los une es mas largo, lo que
lo dota de mayor flexibilidad, y en consecuencia, hay mas posibilidades de orientacién mutua
de las dos hélices, generalmente al igual que en HTH, en HLH dos motivos HLH se asocian,

formandose proteinas diméricas (143).

Motivo homeodominio.- Se puede considerar como una ampliacion del motivo hélice-
giro-hélice (HTH), pero adquiere entidad propia al aparecer repetidamente, con idéntica
estructura, en distintas proteinas, ademas de la disposicidon de dos hélices cruzadas tipicas del
HTH, existe un tercer tramo en a-hélice, del que sale una regién sin estructura secundaria
definida cuyos aminoacidos interaccionan directamente con el DNA (144).

Motivo dedo de Zinc.- Al igual que en las estructuras anteriores, es frecuente que una
misma proteina posea mas de un motivo, en este caso, se observan muiltiples dedos de zinc
consecutivos. Este es un elemento estructural formado por unos 30 aminoéacidos de los cuales
2 cisteinas y 2 histidinas aparecen en posiciones constantes, coordinando tetraédricamente un
i6n Zn*2. Esta unién obliga a un plegamiento de la cadena peptidica, de forma que el motivo se
caracteriza por una conformacion tridimensional alargada, en forma de “dedo”, que le da el

nombre (145).

Motivo Cremallera de leucina.- Se trata de una region de la proteina cuya secuencia
tiene un residuo de leucina cada 7 aminoacidos, al adoptar la conformacion a-helicoidal se
concentran en un lado los aminoacidos hidrofébicos, de tal manera que la leucina se repite en
la misma cara cada dos vueltas de hélice (2 vueltas de 3.4 residuos aproximadamente 7
aminoacidos). Dos cadenas de este tipo pueden asociarse hidrofébicamente, intercalando sus
restos de leucina como si se tratara de los dientes de una cremallera. En el otro extremo del
motivo las dos a-hélices encajan en el surco mayor del DNA y presentan en la cara exterior
abundantes aminoécidos basicos que interaccionan favorablemente con los fosfatos. De
alguna manera, este modelo se asemeja a una “Y", en la que el tallo corresponde a la
cremallera de leucina y los brazos a los tramos de las hélices que contactan con el DNA. La
cremallera de leucina esta flanqueada por un dominio de unién al DNA que contiene muchos
residuos de lisina y arginina, para que ocurra la unién al DNA deben formarse dimeros (146).

La siguiente figura ilustra los 5 tipos mas frecuentes de motivos de unién al DNA que

hay:
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Fig. 4. Diferentes motivos de unién al DNA de los factores de transcripcion *

Diferentes promotores regulan diferentes genes.- En el genoma nuclear de
eurcariotas a partir de cada promotor solo se transcribe un gen, distintos genes en funcién de
la RNA polimerasa, utilizan distintos tipos de secuencias promotoras, a las que se unen
distintos factores de transcripcion. El proceso de inicio de la transcripcién en eucariotas utiliza
promotores que tienen la secuencia TATA, la cual es reconocida por la RNA polimerasa
indirectamente, previa interaccion con los factores de transcripcion (147).

Los factores de transcripcion como ya se ha dicho, son necesarios para que la
polimerasa de RNA inicie la transcripcién, formando con ella un complejo de preiniciacién. En
las células de mamifero se han identificado varias proteinas que reconocen la secuencia
CCAAT, la especializacion de las RNA polimerasa eucariéticas para transcribir solo
determinados genes viene determinada por la regulacion de estos genes por secuencias
promotoras y factores de transcripcion diferentes, se distinguen asi diferentes promotores para
los genes de la clase |, clase Il y clase lll. Los factores de transcripcion respectivos se
nombran con las iniciales TF seguidas del tipo de RNA polimerasa con la que pueden actuar
(I, 11 6 1) y una letra que los identifica (por ejemplo, TFIIA, TFIIB, TFIID son 3 factores de
transcripcion para la RNA polimerasa Il) (148).

En la tabla siguiente se pueden ver los tipos de polimerasa que hay, y los factores que
necesita para realizar sus productos génicos.

* Griffiths A., Gerbart W., Miller J., Lewontin R. Genética Moderna. Ed. Interamericana. McGraw-Hill. México. 2000,
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Tabla 1.Tipos de Polimerasa y factores de transcripcion

Polimerasa |Genes que - Producto génico Promotores Factores de
(enzima) transcriben (DNA) | (RNA 6 proteina) (DNA) transcripcion
RNApol-| “de clase I" rRNAs: 28, 18, 5.8S |“de clase I" TFI
RNApol-ll | “de clase II” Proteinas y snRNAs |“de clase I TFII
RNApol-lll _|“de clase III" TRNAs, rRNA-5S. “de clase IlI"  |FTII

Promotores de los genes de clase ll.- La regulacion de los genes de la clase I
(transcritos por la RNA polimerasa) es del maximo interés por ser responsable de la sintesis
de los mRNA, y por tanto, de la sintesis de todas las proteinas. Sus promotores se localizan
en direccién 5° (corriente arriba) del origen de la transcripcion (149).

Los promotores en general, pero de forma caracteristica los de la clase |l, se pueden
dividir en 3 tipos, de acuerdo con su accion y su ubicacion (150), estos son los siguientes :

1. Secuencias o elementos basales del promotor.- El promotor basal comprende las
secuencias que definen el punto de inicio de la transcripcién y son imprescindibles para que
esta comience, es una regién situada en posicion adyacente al origen de transcripcion,
comuinmente corriente arriba hasta la posicion -30, dentro de esta region se distingue la
secuencia o caja TATA, también llamada caja de Hogness, situada alrededor de las
posiciones -15 a —-25. Otra secuencia basal frecuente es la secuencia iniciadora Inr, situada
sobre el propio origen, entre -3 y +5. En cada gen pueden estar presentes ambas secuencias
promotoras basales, una sola o incluso ninguna. La Fig.. 5 muestra estas secuencias (151).

promotor basal
“secuencia secuencia
TATA Inr
aprox. -15a-25 4 +1

DNA 5°

Fig. 5. Elementos basales del promotor *

2. Secuencias o elementos proximales.- Generalmente el promotor basal no es
suficiente para provocar el inicio de la transcripcion, sino que se requiere la intervencion
adicional de ofra regién conocida como promotor proximal. Esta region esta cercana al
promotor basal, pero mas alejada, corriente arriba del origen, cominmente entre las
posiciones —30 y —200 pb. Por tanto esta region del DNA suele ser de mayor tamaiio que la
del promotor basal. Los elementos proximales no especifican la posicion de inicio, sino que
determinan la frecuencia con la que se produce el inicio de la transcripcion. Ello es posible,
gracias a que sobre ellos se unen diversos factores de transcripcion que favorecen la

Tabla 1. Luque J., Herrdez A. Biologia Molecular ¢ Ingenieria Genética. Harcourt. 2000.
* Luque J., Herrdiez A. Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Harcourt. 2000.
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interaccién de la RNA polimerasa Il con el DNA en el punto de inicio y su actividad enzimatica.
Aunque en general las secuencias son mas variadas que las basales, las dos mas
caracteristicas son la caja o secuencia CCAAT, entre —60 y —80 pb, y la caja GC, que aparece
en copias multiples y con cualquier orientacion a ambos lados de la caja CAAT (152). Esto
puede apreciarse en la Fig. 6.

B [} [ H secucncia ACCHCIICT

(i CANT (it TATA Inr
l-120 190 1-60 130 L+
' mm—GGGCGG muCCAATjmm(GGGCGG = ¥
(~-200) ¢ —— —
promotor proximal promotor basal

(sintesis mRNA)

Flg 6. Elementos ﬁfoxifﬁéleés '

3. Secuencias o elementos distales.- La expresion de algunos genes sufre una
regulacién aun mas compleja, que depende de secuencias situadas a gran distancia del punto
de inicio, incluso de varios miles de pares de bases, corriente arriba o corriente abajo, esto
ocurre especialmente para los genes inducibles, aquellos que no se expresan continuamente
en la célula, sino cuya expresion sufre una regulacion amplia y precisa como respuesta a
diversas sefales (como las hormonas esteroides y tiroideas) (153). Aunque no se suelen
considerar como tales, estas secuencias promotoras deben considerarse como parte del gen,
se les llaman secuencias promotoras distales por encontrarse alejadas del origen, estas
secuencias promotoras son muy variadas y especificas para cada gen, actian tanto activando
la transcripcion como reduciéndola, de acuerdo con ello, se clasifican en dos tipos (154):

» Potenciadores.- también llamados activadores o intensificadores, nombrados asi
porque pueden aumentar la velocidad de inicio de la transcripcion (y por
consiguiente la del proceso completo) conseguida a partir de promotores basales y
proximales situados en la misma molécula del DNA (155,156).

» Silenciadores.- también llamados inhibidores, estos tienen el efecto opuesto,
generalmente porque los factores de transcripcién que se unen a ellos compiten con
la accién de los promotores potenciadores y proximales (157,158). La Fig. 7 ilustra
lo anterior:

®Luque J., Herrdez A. Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Harcourt. 2000.
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GC CAAT GC TATA Ior

Fig. 7. Elementos proximales y distales

Factores de transcripcion de clase Il.- La RNA polimerasa interacciona con gran
variedad de factores de transcripcion dependiendo del gen y de forma simultanea con un
nimero considerable de ellos. Estos factores se pueden clasificar en generales, proximales e
inducibles, de acuerdo a su unién a uno de los 3 tipos de secuencias o elementos promotores
antes descritos (159). Los factores de transcripcion que aqui se describen son los que actian
sobre el promotor TATA, y que son los mejor conocidos hasta ahora.

Factores de transcripcion generales.- Se llaman factores de transcripcion generales
aquellos factores que reconocen los elementos basales de un promotor, son proteinas muy
conservadas evolutivamente, que promueven la formacién alrededor del punto de inicio de un
complejo plurimolecular, que incluye al promotor basal, los propios factores de transcripcion
generales y la RNA polimerasa-ll. Se puede decir que al reconocer al promotor basal actdan
de mediadores para que se fije la polimerasa, definiendo asi el punto de inicio de la
transcripcion y activando a la enzima para que comience a sintetizar el RNA (160).

Se conocen las funciones de algunos de los factores de transcripcion generales
asociados a la RNA polimerasa-ll, estos son:

% TFIIA (161).- Composicién: TFIIA consiste en 2 subunidades en la levadura y 3 en los
seres humanos y Drosophila (aunque 2 subunidades se derivan de una proteina del
precursor).

Interacciones: TFIIA ata directamente a TBP y estabiliza su acomodamiento a la

cadena de DNA, a través quizas, de sus propios contactos directos con el DNA. El

acomodamiento de TFIIA no imposibilita la unién de TFIIB u otros componentes del
complejo de la transcripcién, sin embargo, la unién de TFIIA a TBP es mutuamente
exclusiva con la unién de algunas proteinas reguladoras negativas.

Funciones: Los estudios actuales indican que TFIIA actia como contra-receptor,

estabilizando a TFIID, que bloguea los represores de la transcripcién que inhiben la

’ Lugque J., Herrdez A. Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Harcourt. 2000.
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union de otros factores de la transcripcion o que quitan a TBP del DNA. La actividad de
la transcripcion puede ser dependiente en esta funcion de TFIIA.
Caracteristicas.- Ambas subunidades de TFIIA son extremadamente acidas.

TFIIB (162).- Composicién de la proteina.- Es una sola subunidad, hasta la fecha todas
las proteinas de TFIIB pesan de 35-40 kilodaltons.

Caracteristicas.- Un dominio de dedo de Zinc en el extremo amino-terminal y una
repeticion directa en un dominio proteoliticamente estable del extremo carboxilo-
terminal.

Interacciones.- Se enlaza directamente a TBP y a la RNA polimerasa-Il, en parte lo
hace a través de interacciones con una pequefia subunidad de TFIIF. Varios
activadores acidos pueden unir a TFIIB in vitro.

Funciones.- Estabiliza a TBP unido a la caja TATA, TFIIB es necesario para la
asociacion de la RNA polimerasa-Il al complejo de iniciacién, ademéas se piensa que
puede ser un blanco para los factores reguladores de la transcripcién.

TFIID (163,164).- el mas conocido de todos ellos, es el tnico con especificidad por una
secuencia de DNA, la de la caja TATA, a pesar de ello, parece actuar también sobre
promotores que no tienen caja TATA, este factor determina que la RNA polimerasa-I|
actie a una cierta distancia del promotor, definiendo el punto de inicio de la
transcripcion (nucledtido +1).

Caracteristicas.- TFIID consiste en una subunidad que se une al DNA y que reconoce a
la caja TATA y por tanto se designa como proteina TATA de union ( 6 TBP), asi como
varios factores TBP asociados ( 6 TAFs). TFIID tiene un gran tamafo (PM cerca de 800
KDa), al estar formado por dos tipos de componentes:

« Una molécula de TBP ¢ “proteina de union a TATA”, que confiere a TFIID la
capacidad de reconocimiento de la secuencia promotora, su unién a esta es el
primer paso en la formacién del complejo de inicio, con la particularidad de
unirse al surco menor del DNA ( a diferencia de la mayoria de las proteinas que
se unen al surco mayor) y provoca la flexién de la molécula de DNA (165).

« Varias moléculas de factores asociados a los factores de transcripcion 6
“factores asociados a TBP", diferentes entre si y que pueden variar para la unién
a promotores diferentes. Son subunidades de 30 a 250 KDa que forman parte
del TFIID en nimero de 9 a 12 tipicamente (166).

TBP también interactia con TFIIA, consiste en un dominio suficiente para la actividad,
este dominio se compone de una secuencia repetida, y las repeticiones se reflejan en
la simetria de la molécula. La proteina es parecida a una silla de montar, con la
superficie interna entrando en contacto con la hebra de DNA (167).

Interacciones: Forma lo que es el nlcleo del complejo de la transcripcion, reclutando el
resto de los factores con una interaccion directa a TFIIB. La subunidad TBP de TFIID
es suficiente para la unién a la caja TATA y para la interacciéon de TFIIB, apoyando la
transcripcion basal, sin embargo, esta reaccion basica de la transcripcion no responde
a los activadores rio arriba de la transcripcion, muchos de estos factores reguladores
se unen con TBP o TAFs en varios andlisis in vitro (168).

Funciones.- Como ya se menciond, se piensa que TFIID es uno de los iniciadores de
la transcripcion, TBP es un componente de los complejos de transcripcion de la ARN
polimerasa-l RNA, y de la RNA polimerasa-Il (169).
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% TFIIE (170).- Composicion.- Esta formada por 2 subunidades, posiblemente un
tetramero que consiste en dos moléculas de cada subunidad.
Caracteristicas.- La subunidad grande tiene un dominio en dedos de Zinc.
Interacciones.- TFIIE modula la helicasa y la actividad cinasa de TFIIH, pues hay
interacciones entre los dos factores.
Funciones.- TFIIH recluta factores para la iniciacion de la transcripcién, ademas de
modular las actividades de cinasa y de helicasa de TFIIH, también parece ser requerido
para la separacion de la RNA polimerasa del promotor.

% TFIIF (171).- Composicién.- 2 subunidades (la levadura tiene una tercera proteina, no
esencial asociada)
Interacciones.- TFIIF se une directamente a la RNA polimerasa-Il (originalmente se
aislé como una proteina de la RNA polimerasa- Il). TFIIF es necesario para que la RNA
polimerasa-ll se asocie establemente al complejo promotor TFIIF-TFIIB.
Funciones.- TFIIB ayuda al reclutamiento de factores para el inicio del complejo de la
transcripcién junto con la RNA Pol Il. TFIIF es un componente del complejo de la
holoenzima y del mediador de la levadura, promueve la terminacion de la transcripcion.

< TFIIH (172).- Composicién.- tiene 6 subunidades.

Funciones.- Es importante por su doble actividad enzimatica como helicasa y como
proteina cinasa, residentes en distintas subunidades. La helicasa esta implicada en la
separacion de las hebras del DNA en el sitio de inicio, necesaria para el acceso de la
polimerasa a las bases, mientras que como cinasa fosforila el dominio C-terminal de la
subunidad mayor de la RNA polimerasa-ll, provocando en esta un cambio
conformacional que induce el comienzo de su desplazamiento a lo largo del DNA, la
separacion de algunos factores de transcripcion y, en definitiva, la transicién entre el
inicio y la elongacion de la transcripcion. Este factor de transcripcion es también
singular por intervenir en la reparacién del DNA por escision de nucleétidos.
Interacciones.- TFIIH parece ser dependiente de TFIIE para que se forme el complejo
de iniciacion. El siguiente esquema (Fig. 8) muestra la interaccion de los factores
transcripciénales con la polimerasa, también se observa la forma en que se amolda el
DNA para poder interactuar con estos factores e iniciar la transcripcion.

Factores de transcripcién e
generales y proximales, g Arah
unidos al promotor basal acto

y proximal

pcion
inducibles, unidos a los
elementos distales o de
regulacion

Fig. 8. Interaccién de los diferentes factores transcripcionales con la polimerasa®

5 Luque J., Herrdez A. Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Harcourt. 2000.
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Formacion del complejo de inicio de la transcripcion.- Un ensamble ordenado del
complejo de pre-iniciacion de la transcripcion fue originalmente propuesto en base a la
formacion de un complejo activo de transcripcién in vitro (173). Para la formacion de este
complejo se han propuesto 2 mecanismos, cuyo resultado final es el mismo:

Modelo de ensamblaje consecutivo de los factores generales.- Se observé que la adicion
paso a paso de factores basales purificados era requerida para su unién al promotor y para
iniciar la transcripcion de los templados de DNA. En este modelo los pasos bioquimicos para
la realizacion de la transcripcion son los siguientes (174,175):

1. Un complejo estable formado entre TFIID, TFIIA y TFIIB (DAB), capaces de
reconocer y unirse al elemento promotor TATA.

2. Un complejo cerrado mas estable conteniendo DAB, RNA polimerasa-li
hipofosforilada y TFIIF.

3. Un complejo abierto activado formado por la adicion de los factores TFIIE y TFIIF, el
cual estimula una isomerizacién dependiente de ATP y su unién al promotor.

4. El despeje del promotor y la sintesis de un nuevo RNA después de la
hiperfosforilacion de la RNA polimerasa- Il.

El siguiente esquema (Fig. 9) muestra la unién de los factores de transcripcién en forma

consecutiva al DNA, al final se ne la RNA polimerasa para el inicio de la transcripcion.

1 -s0 430 110 Lyt Lo Lz
BP b f Vil
ﬂ TFuD

TAF:

Fig. 9. Complejo de iniciaci6n de la transcripcién®

® Luque J.; Herraez Angel. Biologia Molecular e Ingenieria Genética. Harcourt. 2000.
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Varios pasos bioguimicos durante la elongacion de la sintesis de RNA han sido
similarmente identificados con actividades enzimaticas y factores asociados al proceso de
RNA acoplado a la transcripcion tal como el corte y empalme (splicing), rompimiento (clivaje) y
poliadenilacion 3' (176,177).

Se han observado que las interacciones directas e indirectas de los activadores con los
conslituyentes de la maquinaria general de transcripcion, afectan el rango de formacion del
complejo y de la transcripcion (178). El ensamble escalonado del complejo de inicio de la
transcripcion es similar con los pasos bien definidos y observados bioquimicamente que
ademas podrian satisfacer el requerimiento bioldgico por regulacion dindmica. Sin embargo,
se entiende que el inicio del complejo de la RAN polimerasa-ll y de todos aquellos factores
que participan en él, es mucho mas elaborado que lo citado anteriormente pues contiene mas
de 40 polipéptidos comprometidos en funciones distintas que dirigen diferentes pasos y que
permiten que se lleve a cabo la transcripcion. Cuando estos péptidos interaccionan con
cofactores para formar el centro del complejo de iniciacion es necesaria una regulacion activa
y rapida de la transcripcion, de otra forma, el ensamble que forma el complejo de iniciacion
podria ser extremadamente largo e ineficiente para la adecuada regulacién y organizacion de
este complejo, dentro de las escalas de tiempo necesarias para cada promotor en la célula
(179).
Todo esto es apoyado por la limitada concentracion celular de muchos de estos factores
para el gran nimero de genes que pueden ser transcritos y por la modesta afinidad de union
tipicamente observada entre estos componentes y el DNA blanco, particularmente en el
contexto de la cromatina (180).

En resumen, lo que nos dice esta hipotesis, es que los factores de transcripcion vy la
RNA polimerasa-Il se van asociando a la region promotora en un cierto orden uno tras otro; se
considera, que cada factor va estableciendo un complejo con la estructura adecuada para que
se una el siguiente. La formacion del complejo de iniciacion comienza con la unién de TFIID al
DNA en la secuencia TATA y a continuacién, se van asociando los factores TFIIA y TFIIB, que
permiten la unién de la polimerasa junto con el factor TFIIF, y finalmente se incorporan TFIIE
y TFIIH (181).

A la fecha se desconoce si todas las interacciones reportadas entre reguladores, co-
reguladores, y maquinaria central transcripcional sean necesariamente importantes para el
ensamble de un complejo de iniciacion para un promotor particular. Mientras muchas de las
interacciones de alta afinidad son ciertamente importantes, es plausible que ofras
interacciones puedan ocurrir solamente para situaciones selectivas. Mucho mas estudios
seran necesarios para comprobar la veracidad de esta hipotesis (182).

Modelo de la holoenzima o de pre-ensamble.- Este es un modelo de iniciacion de la
transcripcion opuesto al anterior, en el cual se van adicionando los factores necesarios hasta
la formacion completa de un pre-ensamble de RNA polimerasa-Il u holoenzima. Este modelo
fue propuesto cuando se observo que ciertas pregparaciones de ARN polimerasa Il se unian
a elementos formadores de la maquinaria de inicio; que incluian co-reguladores y factores
remodelantes de la cromatina tales como SWI/SNF y CBP, asi como algunas proteinas
implicadas en la replicacion y reparacion del DNA (183,184). Es considerable la
heterogeneidad de este conglomerado de holoenzima para RNA Pol Il pues una propiedad
invariante es la ausencia de TFIID. Consecuentemente se requieren minimamente 2 pasos
claves para formar un complejo activo de preiniciacién en el modelo de la holoenzima con la
adicion de TFIID (o un equivalente funcional) ya que esto es un prerrequisito para la
transcripcion. Una posible ventaja de un holo-complejo es la capacidad de obviar la limitada
concentracion celular de factores de transcripcion individuales (185).
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Un complejo polimerasa RNA pre-ensamblado podria, en principio, facilitar la respuesta
a la reunion de factores que podrian cooperativamente alistar la maquinaria transcripcional,
blanco de mdltiples interfaces. Por otro lado, el alistamiento de holoenzimas universales
monoliticas no se ajusta del todo, con las necesidades observadas para la vasta diversidad
de co-reguladores en células animales, seria mas favorable emplear muiltiples reguladores
que actuaran en diferentes estados de la transcripcién, tal como un mecanismo multifacético
que controlara diferentes barreras en el proceso de transcripcién y por tanto proveyera una
mayor flexibilidad y sintonizacién a la transcripcion. Por el contrario un sistema que depende
de la adicion de un holo-complejo pareceria menos efectivo en la regulacion del
acomodamiento o adaptacién dindmica de la transcripcién en respuesta a pequeiias
variaciones en la concentracion de factores reguladores celulares individuales (186).

El modelo de la holoenzima, llegé a presentar mas desventajas cuando se considero la
evidencia bioquimica que sugiere que la elongaciéon del complejo RNA polimerasa-ll es
diferente de aquella responsable del inicio de la transcripcion (187). Si un holo-complejo pre-
formado fuera responsable de la iniciacion, entonces, presumiblemente, el complejo deberia
tener componentes desprendibles que podrian ser reciclados a nuevas holoenzimas, de otra
manera serian sujetos a la degradacion, a la sintesis de novo y al re-ensamble (188). Debido
a que las polimerasas eucariéticas son sistemas enzimaticos, requeriran el reclutamiento de
holoenzimas adicionales para cada promotor de cada evento de reiniciacion. Tal mecanismo
parece ser inconsistente con el gran nimero de moléculas RNA polimerasa-Ii relativo a otros
componentes del complejo de iniciacién en las células. Ademas, hay evidencias que parecen
estar de acuerdo con una progresion en el orden de eventos remodelantes en la cromatina
que temporalmente realizan los co-reguladores a partir de la maquinaria transcripcional. Este
aspecto pone en duda la nocidn de que el complejo holoenzima inherentemente contiene
todos los elementos necesarios para la remodelacion de la cromatina y pone en duda
también el inicio de la transcripcién como un modelo pre-ensamblado (189).

En resumen en esta hipétesis alternativa, la RNA polimerasa Il se asocia previamente a
varios factores de transcripcion, formando una enzima activa u holoenzima, que luego se
une al DNA en la secuencia promotora definida por la union del TFIID, como se observa en
la Fig. 10. El resultado es el mismo complejo de iniciaciéon que en el modelo escalonado, que
permite el comienzo de la transcripcion, y la polimerasa luego lo abandonaria y avanzaria
igual que se ha indicado en el modelo anterior (190).

RNApol-ll + TFIIF + TFIIB + TFIIE + TFIIH —, Holoenzima RNApol-li
+ otros factores ( “mediadores” ) l

Complejo de iniciacion

otros factores (“activadores”) + DNA (promotor) + TFIID —T
Formacion del complejo de inicio de la transcripcion '

Fig. 10. Modelo escalonado del complejo de inicio de la transcripcion

"parvin J. Young R. Regulatory targets in the RNA polymesare holoenzyme. Curr. Opin. Genet. Dev, 8:565-570. 1998.
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Organizacion del nicleo: implicaciones para la realizacion de la transcripcion.-
Esta bien documentado que el nucleo contiene una malla fibrosa, visible y consistente de
ribonucleoproteinas, actinas y otras proteinas aln no caracterizadas, esta matriz nuclear es
responsable del citoesqueleto, para la integridad y funcidn celular. Se establecid
recientemente que los cromosomas individuales estan organizados en territorios que se
condensan y descondensan en cada ciclo celular (191), ademas parece que los genes activos
transcripcionalmente estan generalmente orientados hacia el centro del nicleo dentro de los
cromosomas individuales, mientras que los genes silenciosos estan ubicados cerca de la
periferia del nucleo (192), también hay evidencia que sugiere que la eucromatina esta mas
estrechamente asociada con estructuras del complejo poro nuclear que extendida dentro del
espacio nuclear, mientras que la heterocromatina esta ubicada en sitios distales a los poros
(193).
Aungue en la metafase la cromatina esta altamente condensada, en la interfase la
cromatina esta variablemente descondensada incluyendo la presencia de asas de fibras de 30
nm con la matriz o con sitios referidos como MARs o SARs, estas nucleasas, frecuentemente
ricas en AT pueden estar separadas por decenas o cientos de kilobases y pueden rodear
grupos de elementos cis-reguladores (194). Algunos elementos reguladores sugeridos son
SARs/MARs propuestos como aisladores por sus regiones transcripcionalmente activas
separadas de la cromatina a partir de regiones heterocromaticas silenciosas (195), estos y
otros elementos similares reguladores Y los factores asociados a la matriz nuclear o cromatina
pueden servir para proteger y promover una apertura o dominio cromatico accesible, el cual
podria ser importante en la regulacién de la transcripcion tejido-especifica de la célula.
Tomando en cuenta lo anterior, estos estudios concuerdan con la nocion de que los genes
competentes transcripcionalmente podrian estar localizados en areas especificas del nucleo
(196).
Una de las manifestaciones mas relevantes de un compartimento nuclear funcional
para la transcripcion es el nucledlo, donde la sintesis de RNAr y la biogénesis de los
ribosomas tiene lugar. Los grupos de genes precursores de RNAr formados en tandém a
partir de varios sitios cromosomales, llegan a estar asociados con la maquinaria de RNA
polimerasa-| y el aparato procesador de ARNr para formar el nucledlo (197,198). Otros tipos
de dominios altamente ordenados moduladores del ciclo celular se han observado, estos
incluyen grupos de granulos de intercromatina, cuerpos Cajal, cuerpos PML o PODs (199).
Estos compartimentos nucleares potenciales se han asociado con varios factores de
transcripcion, co-reguladores, RNA polimerasas y factores procesadores de RNA. El
significado funcional de estos cuerpos permanece desconocido, tal vez ellos podrian
representar centros activos enzimaticos, o alternativamente, reservorios transcripcionalmente
inertes para factores destinados a la degradacién o reciclaje. Algunos factores de
procesamiento o de transcripcion parecen estar asociados con regiones reconocidas
selectivamente (200), desafortunadamente la ubicacion de algunos importantes factores
reguladores identificados recientemente no se ha determinado y los constituyentes
moleculares de estos sitios permanecen sin conocerse, no obstante hay evidencia que sugiere
que la transcripcion de algunos genes de ribonucleoproteinas co-localizados ocurre en un
compartimento perinucleolar, mientras que la transcripcién de otros genes ribonucleoproteinas
es realizada dentro de areas nucleares (201). Ademas hay reportes de que la transcripcion
activa de RNA polimerasa Il ocurre en unas cuantas regiones discretas en el ndcleo aislado
como fue visualizado por inmunofluorescencia y microscopia cofocal tri-dimensional (202,203).
Se ha sugerido que estas regiones representan unidades de transcripcion individual,
considerando estas observaciones, se especula que estas regiones pueden estar en una red
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de centros activos organizados para ayudar directamente al complejo proceso de regulacion
inherente a la activacion transcripcional (204).

Si hay una organizacién sistematica para el nucleo, los cromosomas deberian estar
acomodados para el ajuste o adaptacion diferencial del patron temporal y tejido-especifico
celular de la expresion de genes. Los represores secuencia-especificos y sus co-reguladores
asociados probablemente tienen un relevante papel en la organizacion del patrén de expresion
génica, por ejemplo los reguladores transcripcionales linfoide-especificos: lIkaros, Helios y
Aiolos interactian con complejos HDAC y estan asociados con algunos genes blanco en la
heterocromatina pericéntrica (205,206). Aunque el reclutamiento de genes para un espacio
transcripcionalmente inactivo dentro de los cromosomas parece tangible, la organizacion
nuclear tal vez es directamente influenciada y tal vez participa en el reclutamiento de genes
para activar centros de transcripcion, por ejemplo los sitios observados para la transcripcién
por polimerasa-ll podrian representar compartimentos en los cuales los genes pueden ser
activamente reclutados via movilizacion directa de la matriz nuclear (207).
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Los Factores de Transcripcion y
su relacién con la Diabetes

Historia genética de la diabetes mellitus tipo 2 .- En la tabla 2 se indica una breve
historia del estudio de las bases genéticas de la diabetes, actualizada al afio 2002.

Afo Suceso

1960s Asociacion de la insulina con diabetes tipo 1y diabetes tipo 2

1970s locus HLA y diabetes tipo 1

1977 Clonacion del cDNA de insulina de rata

1979 Clonacion de los genes de insulina de rata

1980 Clonacién del gen de insulina himana

1981 Identificacion de la region 5' que flanquea el gen de insulina humana

1985 Clonacion del gen transportador de glucosa y del gen receptor de insulina

1989 Clonacién del gen de la glucocinasa de higado de rata

1991 Mapeo de microsatélites MODY 1 en el cromosoma 20q de una familia

1992 Aislamiento del gen de glucocinasa humana y mapeo en el cromosoma 7p de
diabetes de herencia materna asociada con mutaciones mitocondriales

1993 Asociacién de la glucocinasa a MODY 2

1994 Investigaciones del genoma para la diabetes tipo 1

1995 Mapeo del locus de MODY 3 en el cromosoma 12q

1996 Investigaciones del genoma para la diabetes tipo 2

1997 Los genes de MODY 1 y MODY 3 son identificados

1998 Los genes de Mody 4 y Mody 5 son identificados

1999 Los genes de Mody 6 son identificados

2000 Realizacion del Proyecto Genoma Humano

2001 Realizacion del Proyecto Genoma Humano.

2002 Secuenciacién completa del Proyecto Genoma Humano

Tabla 2. Historia molecular de |a diabetes

Tabla 2. Permutt M.A. Chiu K._; Ferrer J. et al. Genetics of type 2 diabetes. Recent Prog. Horm. Res. 53:216. 1998,
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Genes y Diabetes.- Como se sabe la diabetes tipo 2 resulta de la interaccion entre
factores ambientales y genéticos, los genes juegan un importante papel en el desarrollo de la
diabetes (208), una evidencia de que la enfermedad tiene factores genéticos es la existencia
de agregacion familiar, pero la evidencia mas convincente de las bases genéticas provienen
de estudios en gemelos, los rangos de concordancia para la diabetes mellitus en gemelos
idénticos son del 50-90%, mucho mayor que entre gemelos no idénticos de edad similar.
Aungque los estudios en gemelos indican una susceptibilidad genética para la diabetes mellitus
tipo 2, dichos estudios no proveen informacién de si esta enfermedad es causada por uno o
por varios genes (209,210).

Otra evidencia de la importancia de los determinantes genéticos se manifiesta en los
estudios de poblaciones con diferente fondo genético que viven en ambientes similares, la
prevalencia de la diabetes mellitus tipo 2 en diferentes grupos étnicos que viven en la misma
comunidad varia considerablemente, las mayores diferencias fueron primeramente descritas
entre diferentes grupos étnicos que residian en Hawai, después se demostraron diferencias en
la prevalencia en muchos lugares y entre diversas poblaciones que incluyeron asiaticos,
inddes, chinos y gente originaria de malasia que vivia en singapur, asiaticos, indios y
europeos que vivian en gran bretafa, asi como diferentes grupos étnicos en los Estados
Unidos. Existe evidencia molecular que sugiere que distintos genes o diversas combinaciones
de estos genes pueden dar como resultado un mismo fenotipo diabético, y que estos genes
son distintos entre distintas poblaciones y aun entre distintas familias de una misma poblacion
(211,212).

Otras certezas mas de la importancia de la susceptibilidad genética provienen del estudio
de marcadores genéticos, pues se han descrito las asociaciones entre la diabetes mellitus tipo
2 y varios marcadores genéticos localizados sobre diferentes cromosomas, estas asociaciones
varian de poblacién a poblacién, tales marcadores sirven como indicadores de la existencia de
una mezcla genética. La asociacion de la diabetes mellitus tipo 2 con estos marcadores (los
cuales no estan ligados genéticamente con la enfermedad) indica que los niveles de
susceptibilidad para la diabetes mellitus tipo 2 varian de acuerdo a diferentes genes dentro de
diferentes poblaciones (213).

Aungue la evidencia de que la susceptibilidad para la diabetes tipo 2 esta genéticamente
determinada, los genes especificos aln no han sido identificados, a pesar de muchos intentos
los estudios de asociacién con genes candidato potenciales, no han proveido una evidencia
clara de los determinantes genéticos (214). La diabetes de inicio temprano es en muchos
casos el resultado de mutaciones en un solo gen (215), sin embargo, pocos genes se han
identificado como predisponentes a este tipo de diabetes, ninguno de los genes identificados
hasta hoy (HNF-4«, glucocinasa, HNF-1a, IPF, HNF-18, BETA2/NEUROD1) han sido
implicados en la patogénesis de la diabetes mellitus tipo 2 tipica. La ubicacién de los genes
relacionados con la diabetes mellitus tipo 2 se ha logrado mediante estudios de ligamiento
genético, asi se han identificado genes sobre el cromosoma 2 y 15 en la poblacién méxico-
americana residente en texas, sobre el cromosoma 11, cromosoma 1 y cromosoma 7 en
indios Pima, y sobre el cromosoma 20 en poblacién finlandesa (216, 217,218).

El reconocimiento de la participacién de 5 factores transcripcionales como HNF-4a, HNF-
1a, IPF, HNF-1B, BETA2/NEUROD1 causantes de diabetes tipo MODY y de ofros factores
transcripcionales pancreaticos como posibles diabetogenes, es muy importante, pues es bien
sabido que si un factor transcripcional es afectado en su funcién por una mutacién, la
expresion de los genes que regula también sera afectada, creandose condiciones favorables
para la aparicion de hiperglucemia. El reconocimiento de estos genes hace suponer, que estos
u otros factores de transcripcion, asi como mutaciones en las regiones promotoras de distintos
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genes involucrados en la homeostasis de la glucosa pudieran explicar, al menos parcialmente
el componente genético de la diabetes tipo 2 del adulto (219).

El hecho por el cual la diabetes mellitus tipo 2 es genéticamente heterogénea es incierto,
por tanto la realizacion de estudios genémicos en diversas poblaciones nos daran una
indicacién de la importancia y diversidad de la susceptibilidad genética, y solo cuando los
genes especificos hayan sido identificados, y sus grados de asociacion y fuerza con estas
variantes en diferentes poblaciones sean conocidos, llegaremos a entender de una forma mas
clara la heterogeneidad genética de la diabetes. Los resultados de los estudios de ligamiento
genético sugieren que varios genes estan muy probablemente implicados como causantes de
la diabetes mellitus y que su importancia diferird entre las poblaciones en las que se
encuentren presentes, pero aunque la susceptibilidad genética parece ser un prerrequisito
para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, la Ultima expresién de la enfermedad es
determinada grandemente por los factores ambientales (220).

Genes determinados como causantes de diabetes mellitus de inicio temprano.
Diabetes tipo MODY.- Como ya ha sido mencionado, la diabetes tipo MODY es una forma de
diabetes de comienzo tardio que se presenta en los jovenes, causada por defectos
monogenéticos en la funcion de la célula beta (con defectos minimos o nulos en la accién de
la insulina), por tener un patrén de herencia autosémico dominante con alta penetrancia y por
presentarse a una edad temprana (generalmente antes de los 30 afios) (221,222).

Los estudios epidemioldgicos sugieren que del 2-5% de pacientes con diabetes tipo 2
pueden ser tipo MODY (223), variando la frecuencia de mutaciones en los distintos factores
transcripcionales, asi por ejemplo en un estudio realizado en poblacién francesa se encontrd
que el 63% de las familias tenian mutaciones en el gen de la glucocinasa (MODY 2), el 21%
tenian mutaciones en el gen HNF-1a (subtipo MODY 3), y el 16% de estas familias
pertenecian a loci MODY aln no conocidos (224). Por el contrario, Fraylin y cols. encontraron
que mutaciones en HNF-1a tienen alta prevalencia (73%), comparada con mutaciones en el
gen de la glucocinasa (12%) en nifios britanicos, sugiriendo ser el resultado de diferencias en
el fondo genético de las dos poblaciones (225).

Los genes MODY han permitido la identificacién de mutaciones en 5 factores de
transcripcion, todos ellos reguladores positivos del gen de la insulina. Los HNFs son proteinas
nucleares, inicialmente encontradas por expresarse en el higado (226), son bien conocidos
por modular la expresion de muchos genes hepaticos, tales como la albumina y ApoC3 , pero
su papel en los islotes pancreaticos y en el rifidn era desconocido hasta hace poco tiempo,
ahora se sabe que los factores nucleares hepatociticos (HNFs) tienen un papel central en la
regulacién y expresion de genes en higado y rifién, sugiriendo que los pacientes con diabetes
tipo MODY debidas a mutaciones en HNF-1a, HNF-18 o HNF-4a pueden presentar
anormalidades en el higado o en la funcién del rifién (227). Los genes blanco de los factores
de transcripcion en animales han demostrado recientemente que muchos de estos factores
nucleares expresados en el higado tienen un papel clave en el desarrollo fetal y estudios
clinicos han mostrado que las mutaciones en estos genes estan asociadas con una funcion
anormal de las células B pancredticas (228), resultando en defectos secretorios de insulina e
indicando que la causa de la diabetes de inicio temprano comprende desordenes genéticos
primarios de la célula-beta. Sin embargo, con excepcién del gen de la insulina cuya expresién
se limita a las células beta-adultas, la glucocinasa, los factores nucleares hepatociticos (HNFs)
y el factor promotor de insulina (IPF), se expresan en otros tejidos, sugiriendo que mutaciones
en estos genes pueden tener diversas consecuencias fisiologicas (229).
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Los genes muy probablemente determinan el tiempo y la calidad en que pueden
funcionar las células P a lo largo de la vida, por ejemplo la mayoria de los defectos genéticos
de la diabetes MODY a menudo no se manifiestan hasta la edad media de la vida (230). Con
toda seguridad hay muchos otros genes aun no conocidos que limitan la capacidad de la masa
de células B para compensar la resistencia a la insulina durante décadas, y aun llevar a una
reduccion en la masa de células B, todo empeora ante las cargas que pone el estilo de vida
occidental tales como abundante comida y falta de ejercicio. Una vez que la hiperglucemia se
desarrolla, la toxicidad de la glucosa puede producir mas compromiso de la funcion de las
células B y el empeoramiento de la resistencia a la insulina (231).

Varios genes candidato para diabetes tipo MODY han sido propuestos como causantes
de esta enfermedad, ya que en muchas familias dichos genes no cosegregan con marcadores
ligados a los 5 loci conocidos hasta ahora, ademas se estima que aproximadamente un 25%
de casos MODY son debidos a mutaciones en genes aun no conocidos (232).

A continuacién se describen los 5 factores de transcripcion involucrados en la diabetes

mellitus tipo MODY:

HNF-4a (MODY 1).- Es un factor de transcripcion de la superfamilia de receptores
nucleares de hormonas esteroides/tiroideas, localizado en el cromosoma 20 en el humano y
en el cromosoma 2 en el ratén, tiene 6 dominios entre los que se encuentra el dominio de
union al DNA con una estructura del tipo dedos de Zinc, y el dominio de unién al ligando
ubicado en el extremo carboxilo-terminal. En el hombre existen 6 isoformas de HNF4 llamadas
al a ab, las cuales son obtenidas por las formas alternas de un transcrito primario, las
isoformas humanas a1 y a2 presentan cerca del 96% de similitud en la secuencia de los
aminoécidos con las isoformas a1y o2 de la rata y el ratéon. En los vartebrados HNF4 tiene un
papel importante durante la formacion del endodermo extraembrionario y en la determinacion
de funciones hepéticas e intestinales. En el ratén HNF-4a, los ARNm de HNF4 se observan
durante el estadio del dia 4.5 en el endodermo primario del blastocisto y en el estadio del dia
5.5 en las células del endodermo visceral. La primera aparicion de HNF4 en los tejidos
embrionarios es detectada en el estadio del dia 8.5 en el higado y en el intestino primitivo. La
inactivacion de HNF4 provoca severas perturbaciones en el desarrollo de la gastrulacion que
conducen a la muerte del embridn del raton en el dia 10.5 embrionario. HNF4 esta involucrado
en la homeostasis de la glucosa y es requerido también para la funcion normal de las células
B, las mutaciones en el gen HNF-4a se asocian a diabetes tipo MODY 1 (233,234).

En el adulto HNF-4o. se expresa en higado, rifion, intestino e islotes pancreaticos, en
intestino HNF4 se expresa tempranamente y tiene un papel relevante en la diferenciacion de
las células de éste organo, los RNAm de HNF4 son detectados en el dia 15 en el epitelio
intestinal, sin embargo, el papel de HNF4 en la diferenciacion intestinal, no esta bien
documentado. HNF-4a. actda rio-arriba como un regulador transcripcional positivo de la
expresion de HNF-1a y de genes involucrados en el metabolismo de la glucosa como el
GLUT2, la aldolasa B, la gliceraldehido 3-fosfato-deshidrogenasa y la piruvato cinasa (235),
ademas de otros genes involucrados en el metabolismo de los acidos grasos. Se ha
demostrado que las apolipoproteinas son generalmente sintetizadas en el higado y liberadas
en la circulacién sanguinea cuando se asocian con los lipidos para formar lipoproteinas, HNF4
es un regulador importante de la expresion positiva de varios genes de apolipoproteinas, pues
se une y activa a los promotores de ClIl, apoB, apo Al, apoAll y apoAlV, ademas también se
ha mostrado que &cidos grasos de cadena larga modulan directamente la actividad
transcripcional de HNF-4a al unirse como tioésteres-acil/CoA al dominio de unién al ligando

de HNF-4a, esta unidon da como resultado la activacion o la inhibicién de la actividad
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transcripcional de HNF-4a como una funcion de la cadena larga y el grado de saturacion de
los ligandos grasos acil-CoA (236).

La expresion nula de HNF-4a en ratones knockout resulta en muerte embrionaria,
mientras que en los ratones heterocigotos se observa un fenotipo aparentemente normal. En
el humano, mutaciones heterocigotas en este gen resultan en el fenotipo MODY, a la fecha se
han descrito 9 mutaciones ubicadas en los exones 4, 7 y 9 que comprometen la funcion de los
dominios de unién al DNA, de transactivacién o bien de unién al ligando, Fig. 11 (237).

Los pacientes con alteraciones en HNF-4a exhiben una funcién de células a anormal,
lo que implica que esa forma de diabetes pueda ser caracterizada por una funcion defectuosa
en mas de un tipo de células de los islotes pancreaticos, se ha observado que la diabetes por
alteraciones en el gen HNF-4a puede asociarse a altos niveles de lipoproteinas en el suero
(238).

Mutaciones en HNF-4a. aparecen en menos del 10% de los pacientes MODY, el tipo de
diabetes que genera se caracteriza por un defecto en la secrecion de la insulina inducida por
la glucosa, esto es debido a una disfuncidn de las células B. Estudios a la fecha han puesto en
evidencia 20 mutaciones en el gen HNF4 asociadas con MODY 1, algunas de estas
mutaciones se ilustran en la Fig. 11 (239).
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Fig. 11. Mutaciones encontradas en el gen HNF-4¢"'

HNF-1a. (MODY 3).- Es un factor de transcripcién de tipo homeodominio perteneciente
a la superfamilia de receptores nucleares, formado por 10 exones que abarcan una regién de
23 Kb comparte’un 58% de identidad con el gen HNF-1B, se expresa en las’células endocrinas
y exdcrinas de higado, intestino, rifidn y pancreas donde regula la expresion de varios genes.
El promotor necesario para la transcripcion del gen HNF-1a de rata, abarca un segmento de
43 pb localizada de 40-82 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién, hay un 95% de
identidad entre la secuencia del promotor de humano, rata y ratén, sugiriendo que estan
regulados de una manera similar (240).

HNF-1a es muy importante en la modulacién del crecimiento de células 8 pancreaticas
al regular la expresion del factor mayor de crecimiento de células B y de genes como el de la

"' LeRoit Derek, Taylor Simeon, Olefsky Jerrold. Diabetes Mellitus and fundamental clinical text, 2a. Edicion, Edit. Lippincott
Williams y Wilkins. U.S.A. 2000.



Insulina y Glut2. HNF-1a se ha detectado en células epiteliales pancreaticas en el dia 10.5
embrionario, en las células endocrinas-hormona-positivas y en las células amilasa-positiva se
expresa en el dia 15.5 embrionario. La mayoria de las células positivas a pdx-1, Isl-1 y Pax-6
mostraron una coexpresion de HNF-1a, estos factores se unen al DNA como homodimeros o
heterodimeros, los cuales son estabilizados por el factor de dimerizacion PDCB/DcoH. En
otras palabras la proteina HNF-1a funcional es un dimero, el cual es capaz de homodimerizar
o heterodimerizar con HNF-1p. Hay 3 dominios funcionales (241):

- Un dominio de dimerizacion amino-terminal (aminoacidos 1-32).

- Un dominio de unién al DNA, tipo homeodominio (aminoacidos 150 - 280).

- Un dominio de transactivacion en el extremo carboxilo-terminal (aminoacidos 281-631).

La dimerizacion de HNF-1a es esencial para su union al DNA, los pacientes con
mutaciones en cualquiera de estos dominos podrian tener una disminucién en la suma de la
funcion del gen HNF-1a a través de haploinsuficiencia (pérdida de funcién) o por un efecto
dominante negativo. Las mutaciones por pérdida de la funcion incluyen mutaciones en el
dominio de dimerizacién, mutaciones en el promotor lo cual da como resultado una expresion
disminuida, y mutaciones en el marco de lectura los cuales generan proteinas truncadas que
son inestables y que se degradan rapidamente. Las proteinas mutantes con dominios de
dimerizacion intactos pero incapaces de unirse al DNA pueden formar dimeros no productivos
con proteinas silvestres (wild-type), por lo tanto inhiben la actividad de la silvestre funcionando
como mutaciones dominantes negativas (242).

Se ha encontrado que mutaciones heterocigotas en el gen que codifica a HNF-1«
causa dafio a nivel de secrecion de la insulina y por tanto diabetes, la diabetes que genera es
una diabetes severa, con hiperglucemias altas de dificil control, requieren frecuentemente
tratamiento con insulina (243), las complicaciones crénicas que genera estan presenten en el
40% de los pacientes siendo la principal complicacion las nefropatias, pues HNF-1a también
se expresa en el rifién y se ha observado que defectos en la resorcion renal de glucosa,
fosfatos y aminoécidos se asocian frecuentemente con defectos en la células B pancreatica
en pacientes MODY 3 (244).

Los ratones knockout heterocigotos carentes de una copia de HNF-1a tienen un
fenotipo normal, y los ratones con delecién homocigota para HNF-1c tienen una disminucion
en la respuesta secretoria de insulina estimulada por glucosa y desarrollan diabetes, mientras
que todos los pacientes con MODY 3 tienen mutaciones heterocigotas y expresan todos ellos
el fenotipo diabético. Se ha visto que el ratdn que carece completamente del gen HNF-1a
tiene una gran disfuncién en el higado y en el tibulo proximal renal, que incluye una
glucosuria masiva y fenilcetonuria (245,246).

En pacientes MODY se han descrito mas de 90 mutaciones en el gen HNF-1«
distribuidos en los 10 exones del gen, Fig. 12, estas mutaciones comprometen la funcidén de
los dominios de unién al DNA, de transactivacién o de dimerizacion, la pérdida parcial resulta
en un defecto secretorio de insulina. Mutaciones en HNF-1a se identificaron en pacientes
africo-americanos, japoneses y caucasicos (247).

Se ha visto que la diabetes causada por alteraciones en el gen HNF-1a puede exhibir
una disminucién en el umbral renal de la glucosa dando como resultado glucosuria, en
presencia de niveles normales de glucosa sanguinea, lo que indica que la funcién del rifién
puede estar alterada en esta forma de diabetes (248).

Las mutaciones en HNF-1a explican del 2-5% de los casos de diabetes ademas son las
mas prevalentes ya que aparecen en mas del 50% de los pacientes con diabetes de inicio
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temprano (MODY) de distintas poblaciones, como alemania, japén, reino unido y escandinavia
(249,250).
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Fig.12 Mutaciones encontradas en el gen HNF-1a'2

IPF-1 (MODY 4).- El factor promotor de la insulina (ipf) también es llamado idx (islet
duodenum homebox-1); pdx-1 ¢ stf-1, fue aislado de la proteina homoéloga X/Hbox8 de
Xenopus, esta proteina es miembro de la familia de factores de transcripcién de tipo
homeodominio HLH, se expresa en el endodermo del embrién y es esencial para el desarrollo
normal del pancreas endocrino y exoécrino, tal como se ha evidenciado en la agénesis del
pancreas. Se ha sugerido que IPF-1 es un gen maestro que controla el desarrollo del
pancreas (251).

Este gen esta involucrado en la regulacién transcripcional de varios genes tejido-
especifico del pancreas endocrino como GLUT-2, insulina y glucocinasa en genes de células-
B, de somatostatina en genes de células-6 y polipéptido amiloide en genes de células-y, el
factor IPF-1 es necesario en células B para la expresién eficiente de insulina en respuesta a la
glucosa, se ha mostrado su unién a secuencias que controlan la expresién de la insulina en
células B intactas (252).

Se ha mostrado que Pdx-1 se une con una region de los genes de polipéptido amiloide
pancredtico, Pax4, y glucocinasa para la regulacién del gen de la insulina, por el contrario
Pdx-1 no solo regula la transcripcion génica de insulina, sino que participa en la regulacion y
desarrollo del pancreas indicando que tanto pdx-1, Beta2, Pax6 y Nkx2.2 son factores de
transcripcion que regulan la expresion de genes selectivamente expresados en las células B
de los islotes (253).

Se sabe que el desarrollo del pancreas se ve abolido en ratones mutantes homocigotos
pdx, por lo que el raton con esta delecién muere en el periédo postnatal, este ratén mutante
desarrolla una diabetes de inicio tardio, la cual puede ser causada por una disminucion de
aproximadamente el 40% del numero de las células B, en contraste con el niumero de las

células a que se ve incrementado en un 23% (254).

'2 LeRoit Derek, Taylor Simeon, Olefsky Jerrold. Diabetes Mellitus and fundamental clinical text, 2a. Edicién, Edit. Lippincott
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Mutaciones heterocigotas en Ipf-1 son causa genética de hiperglucemia y desarrollo de
diabetes mellitus o intolerancia a la glucosa, la expresion de GLUT2 también se ve disminuida
aunque en menor grado. La diabetes tipo MODY 4 ha sido asociada con mutaciones en el gen
pdx-1 humano, Fig. 13. Esta mutacién resulta de un codén de paro prematuro y una proteina
que carece de un dominio que es crucial para la unién del DNA, la importancia de pdx-1 en el
desarrollo del pancreas primario y en la diferenciacion de células B ha sido bien reconocida
(255).

El fenotipo de los sujetos que son heterocigotos para esta mutacién va desde una
glucosa normal, intolerancia a la glucosa o diabetes tipo 2. Se reporté el caso de un nifio con
una mutacién homocigota para este gen, quien naci6é con agénesis pancreatica y tuvo desde
diabetes hasta insuficiencia pancreatica exécrina. De hecho la proteina IPF-1 que contiene el
homeodominio es crucialmente requerida para el desarrollo embrionario de los islotes
pancreaticos asi como para la regulacion transcripcional de genes tejido especificos del
pancreas endocrino de adultos, tales como la insulina, GLUT2 (256), genes de la glucocinasa
en las células B y genes de |la somatostatina en células . IPF-1 es normalmente expresado en
todas las células de los islotes pancreaticos, y su ausencia en ratones altera el desarrollo de

los islotes (257).
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Fig. 13. Mutaciones encontradas en el gen IPF

HNF-1p (MODY 5).- Es un factor de transcripcion de tipo homeodominio, que comparte
un 58% de identidad con HNF-1a, se expresa en higado, intestino, rifidén y pancreas donde
regula la expresion de muiltiples genes, incluyendo el gen de la insulina. Estos factores se
unen al DNA como homodimeros o heterodimeros, los cuales son estabilizados por el cofactor
de dimerizacion (PDCB/DcoH). Mutaciones en este gen se han descrito en pocas familias con
diabetes tipo MODY, las mutaciones en HNF-1p se asocian con diabetes y enfermedad severa
del rifén, la enfermedad policistica de rifion y anormalidades histolégicas particulares
mostrando meganefronas, estuvieron presentes en algunos pacientes, sugiriendo que este
gen podria tener un papel mayor en el desarrollo del rifidén y la diferenciacién de la nefrona.
HNF- 1B y HNF-1a forman heterodimeros para unirse al DNA (258). La Fig. 14 muestra las
mutaciones encontradas en este gen.

" LeRoit Derek, Taylor Simeon, Olefsky Jerrold. Diabetes Mellitus and fundamental clinical text, 2a. Edicién, Edit. Lippincott
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Fig. 14. Mutaciones encontradas en el gen HNF-1p (MODY 5)

BETA2/ NEUROD1 (MODY 6).- Pertenece a la familia hélice-asa-hélice (HLH), fue
aislado de células de insulinoma de hamster, este mismo gen también fue clonado como
NEURO-D1, a partir de células madre embrionarias e identificado en neuronas postmitéticas
durante el desarrollo neuronal. Consta de 2 exones y se encuentra en el sistema nervioso
central, intestino y pancreas, tiene un papel clave durante el desarrollo embrionario, en la
diferenciacién celular, y en la formacién y funcién normal del pancreas endocrino, al ser un
regulador positivo de la transcripcion del gen de la insulina (259).

BETA2 esta presente desde las primeras etapas de desarrollo de las células
pancreaticas, la mayoria de las células beta2-positivas coexpresan glucagon, sugiriendo que
BETA2 esta presente en las células precursoras de los islotes primarios. La expresiéon de
BETA2 solo se da en células endocrinas del pancreas, sugiriendo que este factor tiene un
papel importante en la regulacién y diferenciacion de las células isléticas (260).

En el pancreas adulto BETA2 se expresa principalmente en células B aungque hay una
expresion débil en células no-B, es decir en células o productoras de glucagon y células y
productoras de polipéptido pancreéatico, pero no se expresan en células & productoras de
somatostatina, ademas del pancreas, BETA2 también se expresa en células endocrinas
intestinales, la pituitaria, la retina y el cerebro. Mutaciones heterocigotas encontradas en el
gen que codifica este factor de transcripcién se asocian a una forma monogénica de diabetes.
Recientemente se han identificado 2 distintas mutaciones en este gen en pacientes con
diabetes tipo 2 en adultos, Malecki y cols. encontraron dos mutaciones heterocigotas en este
gen (R111L y H206fsinsC) que cosegregaron en 2 familias de diabetes tipo MODY (261).

Los ratones con delecién homocigota para BETA2/NeuroD1, nacen con una marcada
displasia de las células B y falla severa del pancreas enddcrino, desarrollan hiperglucemia,
diabetes y mueren en el periédo postnatal por deshidratacién, mientras que los ratones
heterocigotos muestran una reduccion importante en el nimero y distribucién de las células B,
morfologia del islote alterada y defectos neuromotores (262).

' LeRoit Derek, Taylor Simeon, Olefsky Jerrold. Diabetes Mellitus and fundamental clinical text, 2a. Edicién, Edit. Lippincott

Williams y Wilkins. U.S.A. 2000.
43



Variabilidad genética en genes MODY.- Una de las razones originales para el estudio
de genes asociados con la diabetes tipo MODY, era la posibilidad de que la identificacion de
estos genes pudieran proveer marcadores genéticos para la diabetes mellitus tipo 2. La
hipotesis planteada era que las mutaciones que causaran una severa alteracion en la funcién
de los genes podrian estar asociadas con diabetes MODY, mientras que aquellas mutaciones
que solo tuvieran un pequefio efecto en la funcién de los genes contribuirian al desarrollo de
la diabetes mellitus tipo 2. Recientes estudios han indicado que las variaciones asociadas a
genes MODY en una misma poblacién pueden estar asociadas con incremento en el riesgo de
padecer diabetes mellitus tipo 2 (263).

Los genes MODY conocidos han sido identificados por mutaciones en pacientes con
diabetes mellitus tipo 2, ademas se ha comprobado que los polimorfismos encontrados cerca
de estos genes estan asociados con diabetes tipo 2. El hallazgo de mutaciones de genes
MODY en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 han revelado otras supuestas mutaciones en
casos individuales o bien en familias completas, sugiriendo que variantes raras en estos genes
pueden contribuir a originar diabetes, especialmente en los genes HNF-4a (264), HNF-1a
(265), e IPF-1 (266). Estudios genéticos han mostrado una evidencia de la asociaciéon de
diabetes mellitus tipo 2 con marcadores en la regién de los genes MODY, aunque en andlisis
subsiguientes, no se encontré ninguna variacién en la secuencia que pudiera asociarse con la
diabetes tipo 2, pues en estudios de asociacién en parejas afectadas de finlandia se revel6 la
existencia de una asociacion entre marcadores cercanos al gen HNF-4a y diabetes mellitus
tipo 2, pero el andlisis de este gen revel6 variantes no asociadas a diabetes (267).

Se encontrd que mutaciones en el gen HNF-1a en la poblacion Qji-Cree canadiense,
predisponian al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 en esta poblacion. Hegele y cols.
encontraron una variante en el gen HNF-1a, G319S, la cual parece ser un polimorfismo (nico
para esta poblacién canadiense, estos investigadores encontraron que el alelo S319 fue
significativamente mas prevalente en personas diabéticas Qji-Cree que en no diabéticas
(0.209 vs. 0.087), y que personas homocigotas S319/S319 y heterocigotas S319/G319
estaban predispuestas a padecer diabetes mellitus tipo 2 en una relacion de 4.0 y 1.97
respectivamente, y que los genotipos que contenian el alelo S319 padecian a una edad mas
temprana la aparicion de diabetes comparados con aquellos que tenian el genotipo
G319/G319 (268).

La medicidn de tolerancia a la glucosa realizada a parientes sanos de pacientes con
diabetes tipo 2 de poblacion danesa, puso de manifiesto la existencia de un polimorfismo
(Alas/vVal 98) en el gen HNF-1a que se asociaba con una disminucién en la secrecion de
péptido-C sérico durante la medicién de tolerancia a la glucosa en el 8% de los sujetos (269),
todo lo cual sugiere la importancia de esta variante sobre la secrecién de insulina en respuesta
a la administracion de glucosa. La importancia patogénica de esta variante sobre el desarrollo
de diabetes mellitus tipo 2, aun no esta bien establecida (270).

Asi la variacion en la secuencia de los genes MODY, puede contribuir al desarrollo de
diabetes mellitus tipo 2, y por tanto la falta de asociacion entre estos dos dentro de una
poblacion no deberia frenar los estudios de estos mismos genes en otras poblaciones.

Factores de transcripcién candidato para diabetes mellitus de inicio temprano.- La
naturaleza de la susceptibilidad de los loci de la diabetes tipo 2 es aln desconocida, ellos
podrian estar involucrados en la respuesta inmune, metabolismo de la glucosa o funcion de la
célula p. Como ya se ha mencionado, genes especificos que participan en la génesis de la
célula B-pancreatica podrian estar involucrados en la susceptibilidad a la diabetes, como los
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genes que codifican para factores nucleares y aquellos que participan en la funcion o
replicacién de dichas células (271).

En la diabetes tipo 2 de inicio temprano, se sugiere que influyen genes de
susceptibilidad para padecer la enfermedad, entre los genes polimorficos demostrados se
encuentran el substrato del receptor de la insulina, el gen de la glucocinasa, factores
transcripcionales como calpaina-10 y PPAR. En cambio el gen de la insulina, el receptor de la
insulina y los transportadores de la glucosa no son polimérficos, los defectos en estos genes
estan presentes en menos del 1% de los pacientes diabéticos (272). Estos resultados han
llevado a proponer la participacion de genes involucrados en vias metabolicas aln no
conocidas o bien genes que codifican para factores transcripcionales, reguladores de genes
asociados al metabolismo de la homeostasis de la glucosa, entre estos genes estan aquellos
que codifican las proteinas de los islotes involucradas en el metabolismo de la glucosa, pues
se han propuesto como posibles candidatos de las alteraciones en las células B que resultan
en un dafo al metabolismo de la glucosa en pacientes con diabetes tipo 2 (273).

Se han estudiado un gran nimero de factores de transcripcion y de otros genes, las
mutaciones encontradas en ellos se han asociado a un aumento en la susceptibilidad de
padecer diabetes mellitus en edades tempranas de la vida, por lo que se han propuesto como
genes candidato por ser posibles factores claves para el desarrollo de la enfermedad cuando
estos sufren alteraciones en su regulacién (274).

Avances en los mecanismos moleculares del desarrollo pancreatico, sefalizacion de la
insulina, secrecion de insulina, regulacién del peso corporal, y todos aquellos cambios
fisiopatolégicos que contribuyen a la diabetes, han generado el estudio de un gran nimero de
genes candidato potenciales para el desarrollo de diabetes, sin embargo, la identificacion de
estos genes de susceptibilidad ha sido una tarea ardua, y los avances en este campo son
pocos y de progreso lento (275). Tan rapido como una nueva molécula es identificada en las
vias metabodlicas anteriores, es estudiada como un gen candidato para la diabetes, con solo
pocas excepciones, estos estudios han sido negativos, debido en gran parte, al relativo bajo
nimero de personas estudiadas para dichos genes (276). Sin embargo, con el conocimiento
del genoma completo podran estudiarse otros genes de susceptibilidad en diferentes
poblaciones, junto con la secuencia del genoma humano y un catdlogo de variaciones
genéticas en el humano, se espera que nuevos genes de susceptibilidad sean identificados en
un futuro cercano. Algunos genes bien establecidos como participantes en el desarrollo de la
diabetes de inicio temprano como los factores nucleares hepatociticos (MODYs) o genes
candidato como PPAR y calpaina-10 identificaran nuevos caminos bioquimicos, pues solo la
identificacion y caracterizacion de los genes involucrados en la diabetes tipo 2 ayudara a
entender mejor la regulacioén y funcién de la célula B incluyendo las vias de compensacién de
dichas celulas (277).

En los estudios de genes candidato, se analiza la frecuencia de polimorfismos en
diversos genes que codifican para proteinas involucradas en la regulacion de la glucosa y se
compara en grupos de personas sanas y diabéticas. En la expresion diferencial de genes se
busca identificar aquellos que se expresan y aquellos que no son expresados en dos
condiciones diferentes: sujetos sanos y enfermos o enfermos controlados y sin control, es asi
como se ha descubierto la importancia y el funcionamiento de proteinas como resistina y
PPAR entre otras (278,279).

A continuacién se presenta una lista de genes candidato de susceptibilidad a la
diabetes, de los cuales se ha comprobado que variaciones genéticas en su secuencia y en
algunos casos mutaciones funcionales, condicionan la aparicion de diabetes mellitus de inicio

temprano.
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HNF-3a.- En los mamiferos se han identificado los factores de transcripcion: HNF-3cq,
HNF-3p HNF-3y, estos se expresan en forma temprana en el endodermo del embrién. En el
adulto estos genes se expresan en el sistema nervioso central, células neuroendécrinas,
pulmoén, higado y pancreas. En ratones la expresion nula de HNF-3B es letal, resultando en
muerte embrionaria, en estudios realizados en células madre embriogénicas se demostré que
HNF-3p es un regulador positivo de la transcripcion de: HNF-1a, HNF-3a, IPF-1 y HNF-4a
(280).
En los ratones heterocigotos para HNF-3B, se presenta un fenotipo aparentemente
normal aunque una disminucion en la expresidn de enzimas gluconeogénicas, particularmente
fosfoenol-piruvato-carboxicinasa, transferrina y tirosina-aminotransferasa. Recientemente se
identificé una mutacion en el gen HNF-38 en una familia MODY en poblacion japonesa. En el
raton knockout para HNF-3c se observa un sindrome complejo caracterizado por
hipoglucemia persistente neonatal, insuficiencias hormonales, disfuncién pancreética de las
células a y p y muerte neonatal, mientras que los ratones heterocigotos muestran secrecion
deficiente de insulina, e intolerancia a la glucosa (281).

PAX-4.- Los genes Pax, codifican para una familia de factores de transcripcion, son
esencialmente requeridos para la formacion de varios tejidos a partir de las capas germinales
de los embriones de los mamiferos. Especificamente en la organogénesis, estan involucrados
en los eventos primarios que disparan la diferenciacion celular, la diferenciacion del pancreas
endocrino derivado del endodermo es mediado a través de Pax4 y Pax6 (282).

Concretamente Pax4 es un factor de transcripcion de caja-par de tipo homeodominio
(dominio-par) su expresion inicial en pancreas sucede en el dia embrionario 10.5 en un grupo
de células precursoras enddcrinas, el cual exhibe una actividad de unién al DNA y es el motivo
funcional mas conservado en todas las proteinas Pax a través de millones de afios de
evolucion, esta formado por 6 a-hélices, se expresa en el desarrollo del pancreas primario
pero mas tarde es restringido a células B y permanece hasta la edad adulta (283).

Se ha identificado la secuencia de uniéon al DNA del el dominio par de Pax-4, se
observd que Pax-4 puede unirse a sitios de union para Pax-6, el andlisis de los dominios
usando quimeras Pax-4-GAL4 reveld que la region carboxilo-terminal de Pax-4 contiene
dominios de represion y dominios de activacién, cuando el dominio de represion se liga al
dominio de transactivacién de Pdx-1, este dominio de represién puede abolir completamente
el potencial de transactivacion de pdx, lo que sugiere un papel importante de Pax-4 como un
represor transcripcional cuya funcién puede involucrar la inhibicion competitiva de la funcion
de Pax-6 (284,285).

En ratones con delecion homocigota para Pax-4 se muestra un retardo en el desarrollo
de células B y & aunque algunos autores indican que no hay formacion de células B
productoras de insulina, muriendo después del nacimiento por diabetes, la mayoria de los
autores si coinciden en una hiperplasia de las células «. Por otro lado se piensa que el
balance entre Pax-4 y Pax-6 es determinante para que las células progenitoras comunes se
diferencien a células a, y B, otros reportes indican que ratones homocigotos para Pax-4
mueren después del nacimiento por deshidratacion mientras que los ratones heterocigotos
muestran un fenotipo al parecer normal (286).

Pax-4 mostré afinidad similar a los sitios de unidén de Pax-6 sobre el promotor del gen
de glucagon, alterando la transcripcién de dicho gen, especificamente a través de la inhibicién
de la transactivacion mediada por Pax-6, esta inhibicion transcripcional parece estar mediada
por competicion de la unién directa al DNA con Pax-6 y mecanismos potencialmente
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adicionales como interacciones proteina-proteina y una actividad represora general de Pax-4
(287).
Se ha clonado el cDNA completo de Pax-4 de raton, este fue de 1.38 Kb, la proteina
deducida de Pax-4 fue de 349 aminoacidos con un peso molecular de 38 KDa, 2 motivos de
unién al DNA: 1) Un dominio par de 128 aminoacidos y 2) un dominio par de 61 aminoécidos,
que exhiben ambos una homologia alta en cuanto a aminoacidos con Pax-6 (71.2% y 65%
respectivamente), sin embargo, la secuencia del segmento C-terminal de Pax-4 fue diferente,
y no mostré homologia con ninguno de los otros Pax conocidos, la region codificante de Pax-4
abarcd aproximadamente 5.5 Kb y esta compuesta por 10 exones. La homologia en la
secuencia de proteinas y nucledtidos entre Pax-4 de raton y el de humano fue de 83.1 y
80.0% respectivamente (288).

La delecion del gen Pax-4 elimina virtualmente a las células secretoras de hormonas
de yeyuno y duodeno, como a las células productoras de somatostatina y serotonina del
estdbmago distal, indicando que Pax-4 regula también la diferenciacion de las células

endocrinas gastrointestinales (289).

Pax-6.- Es un factor transcripcional de tipo homeodominio. La caja-par de genes Pax-6
se expresa durante las etapas tempranas del desarrollo pancreatico y en células endocrinas
maduras. Pax-6 se expresa en todas las células de los islotes, ojo y sistema nervioso central.
El ratén con delecion homocigota para Pax-6 no desarrolla células «, sin embargo, aunque las
células B y & parecen no ser afectadas en nlmero, su organizacién dentro de los islotes
pancreaticos esta alterada. En los ratones heterocigotos el desarrollo de los islotes es
aparentemente normal (290,291).

Pax-6 es un regulador positivo del gen de la insulina aunado a otros factores de
transcripcion como Beta2, Pdx-1 y Nkx2.2, la pérdida de la funcién de Pax-6 da un fenotipo de
pérdida del ojo en mamiferos e insectos, sugiriendo que Pax-6 es un gen maestro universal
del control de la morfogénesis del ojo al regular el control genético del cristalino pues se han
encontrado que mutaciones intragénicas en el gen Pax6 causan aniridia en el humano. Pax 6
también promueve el crecimiento del epitelio ductal y de células progenitoras enddcrinas, esta
implicado en la diferenciacion de motoneuronas somaticas y de interneuronas en cerebelo o
cordon espinal asi como en el desarrollo de la pituitaria y sistema olfativo (292).

Se han asociado mutaciones del gen Pax-6 con una alteracion en el desarrollo del
telencéfalo, dando como resultado una delgada placa cortical, la expansién de placas
proliferativas y la ausencia del bulbo olfativo, Pax-6 regula también el proceso de migracion
radial de precursores neuronales. Estudios realizados en ratones deficientes de Pax6 mostré
que este gen tiene influencia sobre la actividad celular a través de la corticogénesis, ademas,
la delecion del gen Pax-6 elimina a las células productoras de gastrina del estomago distal,
indicando que Pax-6 regula también la diferenciacion de las células enddcrinas
gastrointestinales, reflejando un camino comun para la diferenciacion de células enddcrinas
gastrointestinales y pancreaticas (293).

Las mutaciones en el gen Pax-6 en humanos pueden llevar a un defecto en el pancreas
endocrino, indicando que las mutaciones heterocigotas en el gen Pax-6 inducirian anomalias
en el ojo e intolerancia a la glucosa en personas con estas mutaciones, ademas de ser un

factor de transcripcion esencial para la diferenciacion de células o (294).

Nkx2.2.- Es un factor transcripcional de tipo homeodominio que pertenece a la familia
Nk2, actia como regulador durante el desarrollo y diferenciacién en varios 6rganos como el
corazén y sistema nervioso central. Originalmente Nkx2.2 fue identificado como un gen
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expresado en las regiones ventrales del desarrollo del sistema nervioso central, este gen se
expresa en células «, B, y y del pancreas, pero no en células § , ademas es un regulador
positivo de la transcripcion del gen de la insulina (295, 296).

Nkx2.2 se expresa en los precursores de las células isldticas durante el desarrollo
pancredtico, y persiste en las células B-maduras, Nkx2.2 tiene 2 exones alternativos no
codificantes (Ex1a y Ex1b). En el raton transgénico, las secuencias rio arriba de Ex1a dirigen
la expresion en las células maduras de los islotes, el promotor de Ex1a tiene interacciones con
HNF3 y Ngn3 o NeuroD1 uniéndose a sitios adyacentes que juegan papeles clave en la
expresion especifica de las células de los islotes. Por el contrario las secuencias rio arriba de
Ex1b restringen la expresion especificamente a células precursoras de insulina, lo que revela
distintos mecanismo para la direccion de la expresion de factores clave de diferenciacion en
las células maduras de los islotes. Se ha propuesto a Nkx2.2 como un factor indispensable
para la diferenciacién final de las células p pancreaticas, pues como ya se ha mencionado en
su ausencia, dichas células p caen o son victimas de un estado indiferenciado (297).

Se ha mostrado que los ratones homocigotos para una mutacion nula de Nkx2.2, no
desarrollan bien células B y presentan una disminucién en el nimero de células o vy ¥,
muriendo en el periddo postnatal por hiperglucemia severa. De acuerdo a cortes histoldgicos
pancreaticos en el dia embrionario 18.5 se demuestra que estos ratos homocigotos carecen
de islotes de Langerhans normales y que no tienen células productoras de insulina, ademas el
numero de células a y y estan significativamente disminuidas. En contraste el nimero de
células & y la expresion de la somatostatina no se ven afectadas, interesantemente se
demuestra la existencia de una gran poblacion de células parecidas a las enddcrinas
contenidas en islotes desorganizados, estas células expresan proteinas especificas de la
célula B tal como polipéptido amiloide pancreatico y prohormona convertasa, pero carecen de
la expresion de GLUTZ2, glucocinasa y Nkx6.1, por tanto ellas pueden representar una
poblaciéon incompletamente diferenciada de células B. Parece ser que NkX2.2 es
indispensable para la expresion del gen de la insulina y para la maduracién de las células B.
Los ratones heterocigotos muestran un fenotipo aparentemente normal (298).

NKx6.1.- Es una proteina de tipo homeodominio, es un factor de transcripcion
ampliamente expresado en epitelio pancreatico en el dia embrionario 10.5, pero es restringida
a las células B por el dia 18.5 sugiriendo su importante papel en la diferenciacion. Este gen
esta implicado en la diferenciacion de células B productoras de insulina, se ha mostrado que la
ruptura o desorganizacion de la caja de genes Nkx6.1 en el ratén da como consecuencia la
pérdida de precursores de células B y bloquea la neogénesis de dichas células B durante su
diferenciacion (299). Por el contrario, el desarrollo de los islotes en embriones doblemente
mutantes para Nkx6.1/Nkx2.2 es idéntico al desarrollo de islotes con una sola mutante en
Nkx2.2 en la cual los precursores de células B sobreviven pero fallan en la diferenciacion de
éstas células en el curso del desarrollo. Estos experimentos en conjunto revelan 2 caminos
independientes que controlan la diferenciacién de dichas células P y sitian a Nkx6.1 rio abajo
de Nkx2.2 en el camino mayor de la diferenciacion de células B pues la expresion de Nkx6.1
en pancreas se pierde en el raton Nkx2.2 -/- pero no a la inversa. Ademas de la participacion
en la diferenciacion pancreatica, Nkx6.1 es un factor que también participa en el desarrollo y
formacién de células neuroepiteliales ventrales (300).

Isl-1.- Islet-1 es un factor de transcripcion de tipo homeodominio que se une a una
region promotora del gen de la Insulina, participa también en la regulacion del gen del
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glucagon, y somatostatina (301). La expresion de islet-1 puede ser detectada en células
precursoras endocrinas posmitéticas a partir del dia embrionario nimero 9, ademas isl-1 es
expresado en células mesenquimales del brote dorsal pero no del brote ventral pancreatico,
mas tarde islet-1 es expresado en todas las células de los islotes permaneciendo ahi hasta la
edad adulta. Asi, Isl-1 es necesario para el desarrollo del mesénquima dorsal pancreatico, el
cual puede subsecuentemente inducir el desarrollo de las células exdcrinas a partir del epitelio
pancredtico primario. Isl-1 es un factor indispensable par la diferenciaciéon celular endécrina,
participa en el desarrollo temprano y diferenciacion neuronal, se expresa también en
pancreas, es un transactivador del promotor de glucagon y se ha sugerido su participacion en
la transactivacion del gen de la insulina (302,303). El cDNA humano de islet-1 se aisl6 y se
caracterizd su estructura, el andlisis de ligamiento en 172 familias francesas reveld una
asociacion con diabetes tipo 2 en pacientes con un indice de masa corporal <27. Shimomura y
cols. identificaron una mutacion sin sentido heterocigota (Q310X) en este gen, en una familia
japonesa, el sujeto probando fue diagnosticado con diabetes a los 32 afios de edad (304). El
raton con delecion homocigota de Isl-|I se detiene (no crece) durante el desarrollo embrionario
y muere por una falla en el desarrollo del pancreas endécrino (305).

Hibx-9.- Es un factor de transcripcién de tipo homeodominio, que codifica para el gen
HB9, es expresado en el desarrollo temprano del pancreas y en pancreas adulto. Se ha visto
que en el desarrollo embrionario de ratones, la bolsa pancreatica ventral, dorsal y las células
B-pancreaticas expresan Hibx-9. En los ratones knockout para este gen, se observa una falla
en el desarrollo del I6bulo dorsal del pancreas, el resto del pancreas Hixb9 -/- tiene una
disminucién en el tamafio de los islotes, disminucién en el nimero de células B, y una
expresion disminuida de los genes para GLUT2 y el factor de transcripciéon Nkx6.1 (3086).

Neurogenina 3.- Es un miembro de la familia de factores de transcripcién hélice-asa-
hélice, fue aislada de células neuroblasticas usando RT-PCR, que esta involucrado en la
determinacion de células precursoras neuronales en el neuroectodermo. El gen de la
neurogenina consta de un exon, y se expresa en regiones discretas del sistema nerviosoy en
las células del pancreas embrionario (307). Se ha observado que los ratones carentes de
Ngn3 no pueden generar ninguna de las células endocrinas pancreaticas y mueren después
del nacimiento por diabetes, por tanto se ha sugerido que la Ngn3 se requiere para la
formacion de precursores comunes de los cuatro tipos celulares del pancreas endocrino (308).

La neurogenina 3 también participa en el desarrollo de células gliales bipotenciales que
llegaran a ser células oligodendrociticas o bien células astrociticas. El ratéon carente de Ngn3
tiene una pérdida parcial de la expresion de Nkx2.2, un factor que se requiere también para la
oligodendrogliogénesis, sugiriendo que la Ngn3 puede regular la diferenciacién glial en un
estado de desarrollo anterior a la segregacion del linaje oligodendrocitico y astrocitico (309).

La Ngn3 parece ser un marcador de células enddcrinas precursoras y esta ausente en
las células endocrinas diferenciadas sugiriendo su participacion en el desarrollo de las células
pancreaticas primarias (310).

La Fig. 15 muestra todos aquellos factores de transcripcion que participan en la
morfogénesis y diferenciacion de las células de los islotes pancredticos, cada factor
transcripcional aparece en un dia embrionario determinado, una vez que cada tipo de célular
pancreatico esta bien diferenciado, entonces los factores transcripcionales ayudaran a las
células a mantener su funcionalidad durante toda su vida. En la siguiente figura los factores de
transcripcion y los dias en que aparecen estos se determinaron en células pancreaticas de
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rata, sin embargo, las células pancreaticas y factores de transcripcion humanos son muy
similares a los de la rata.

Fig. 15. Participacion de los factores transcripcionales en
la morfogénesis de las células pancreaticas'®.

'S Hsiang-Po Huang.; Ming-Jer Tsai. Transcription Factors involved in Pancreatic Islet Development. J Biomed Sci.
7:27-34. 2000.
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Genes candidato para la diabetes mellitus de inicio temprano.

Gen del receptor de proliferacion y del peroxisoma.- PPAR-y es un miembro de la
familia de receptores hormonales nucleares relacionados con procesos de diferenciacion en
los adipositos (311), existe como heterodimero asociado con receptores X de los retinoides
con actividad en las histonas. La acetilacion de las histonas es un factor de remodelacion de la
cromatina que facilita la actividad transcripcional de los genes (312), ademéas se ha
demostrado que PPAR-y funciona como ligando de hipoglucemiante tiazolidinediona, utilizado
para el tratamiento de los pacientes diabéticos (313).

En fechas recientes se encontraron dos polimorfismos de PPAR-y en los pacientes con
resistencia severa a la insulina y no en los sujetos control. Otros polimorfismos de PPAR-y
también correlacionaron con resistencia severa a la insulina (314). Estos pacientes
aparentemente constituyen un grupo con defecto en la transcripcion y asociados con los
hipoglucemiantes. Un polimorfismo en un aminoacido comun (Pro12Ala) ha sido asociado con
diabetes, esta variacion encontrada correlaciona con un buen control de la glucosa y los
sujetos portadores de este polimorfismo no son obesos (315).

En los modelos experimentales de ratones knockout, se ha puesto de manifiesto lo
siguiente: el knockout homocigoto para PPAR-y -/- es letal, el raton heterocigoto +/-, tiene un
buen control de la glucosa, no es obseso en condiciones de dieta rica en carbohidratos y
lipidos, mientras que los ratones silvestres en las mismas condiciones se vuelven obesos y
presentan resistencia periférica a la insulina. Por las caracteristicas del gen y su
comportamiento ante situaciones modificadas de alimentacion, se propone como gen
ahorrador o almacenador (316).

Personas homocigota para el alelo Pro12 son mas resistente a la insulina que aquellos
que tienen el alelo Ala12, ademas presentan 1.25 veces mas riesgo de desarrollar diabetes.
Hay evidencia de interacciones entre este polimorfismo y acidos grasos sugiriendo una
asociacion de este locus con la dieta. La expresion de PPAR-y en los tejidos en respuesta a la
insulina (grasa y musculo) y en células-beta pancreaticas provee una asociacién entre
resistencia a la insulina y secrecion a la insulina (317).

Gen de Calpaina-10.- La calpaina-10 pertenece a la familia de la cistein-proteasas no
lisosomales, las calpainas también conocidas como proteasas neutras, son activadas por el
calcio y su expresion es ubicua en todos los tejidos, la familia de las calpainas es un grupo de
proteinas que contienen varias subunidades, la subunidad grande se divide en 4 dominios
(318):
Dominio I.- localizado en la region amino-terminal, participa en la regulacién de este
complejo protéico.

Dominio Il.- es un dominio proteolitico homélogo a la papaina.

Dominio Ill.- es un dominio de unién de funcién desconocida.

Dominio V.- es un sitio de unién semejante a calmodulina dependiente de calcio.

La calpaina-10 es una calpaina atipica porque carece del sitio semejante a
calmodulina, en su lugar contiene un sitio carboxilo-terminal (319), actlia en ciertos sustratos
celulares que intervienen en las sefales intracelulares, sefiales de proliferacion, diferenciacion
y sefiales derivadas después de la activacion mediada por la insulina. Aunque la expresion de
la calpaina es ubicua, la actividad transcripcional esta elevada en los islotes pancreaticos,
musculo e higado, lo cual sugiere que probablemente participa en la regulacién para la
secrecién y accion de la insulina y en la produccién de glucosa hepatica (320).

Un hallazgo reciente sitia a la calpaina-10 como el marcador de asociacion para
diabetes en pacientes méxico-americanos. A través de un analisis de una region de 1.7 Mb
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en 10 sujetos diabéticos se identificaron 179 SNPs (cambios de una sola base) distribuidos en
tres genes, entre ellos la calpaina-10, en el intron 3 de la calpaina-10 se encontré el
polimorfismo denominado UCSNP-4, con la variacion G/A. En el cromosoma 2q37.7 se
encuentra localizado el gen de la calpaina-10 donde el tercer intrén es polimoérfico en G/A, al
parecer este polimorfismo esta asociado con una disminucion de los mensajeros para la
calpaina-10 en musculo y con estados de resistencia a la insulina. Se propone también un
rearreglo alternativo de los exones (splicing alternativo), que genera 10 diferentes variantes de
calpaina, las variantes 10c, 10g y 10h estan presentes en islotes pancreaticos (321).
Variaciones genéticas en este gen han sido asociadas con diabetes tipo 2, pues
aumenta 3 veces el riesgo de alteraciones en la funcion normal de las células-f y de la accion
de la insulina sobre el musculo y la grasa. Personas no diabéticas con este haplotipo de alto
riesgo secretan significativamente menos insulina en respuesta a la glucosa, ellos podrian ser
mas resistentes a la insulina con una disminucion en el rango de la movilizacion de la glucosa
mediada por insulina en musculo y adipocitos. Todavia falta mucho por esclarecer en
polimorfismo, funcionalidad, y estados de resistencia periférica a la insulina en los pacientes
con diabetes, no obstante, las evidencias indican que de todos los marcadores genéticos
analizados en diabetes, la calpaina-10 puede ser un excelente candidato para estudiar en

poblacién mexicana (322).

El gen de la Insulina.- La insulina es producto de un gen de copia Unica, localizada
sobre el cromosoma 11p15, su RNAm consta de 446 nucledtidos codificado por 3 exones, la
traduccion da como resultado la preproinsulina, un precursor con 105 aminoacidos compuesto
por un péptido sefial, cadena B 6 beta, las piezas conectoras, y la cadena A 6 alpha (323).

Desde la clonacién de la insulina humana en 1980, la insulina ha sido un gen candidato
para la diabetes mellitus tipo 2, varios estudios moleculares fueron hechos para determinar si
ciertos alelos especificos estaban asociadas a la diabetes mellitus tipo 2, en particular, una
region que flanquea la posicién 5’ del gen de la insulina con 3 alelos diferentes debidos a
repeticiones en tandem (designados como alelos de clase |, clasell y clase lll) ha sido
ampliamente estudiada (324), encontrandose que el gen de la insulina, no es un locus de
susceptibilidad mayor para la diabetes tipo 2, sin embargo, pocos estudios sugieren que el gen
de la insulina puede contribuir modestamente a la diabetes tipo 2 y a la resistencia a la
insulina, aunque los mecanismos para estas supuestas asociaciones son desconocidos, los
estudios indican que los alelos de clase lll estan asociados con una disminucién en la
transcripcion del gen de la insulina en pancreas fetal, lo cual puede inducir efectos tardios de
resistencia a la insulina sobre musculo en adultos jovenes, particularmente en aquellos
individuos sujetos a un bajo crecimiento fetal debido a un ambiente intrauterino subdptimo, sin
embargo, se necesitan mas estudios para comprobar o desechar esta hipotesis (325).

Olansky y cols. identificaron una insercion de 8 pares de bases en la posicion —315 del
promotor de la insulina, esta insercion fue asociada con diabetes mellitus en afro-americanos,
en los cuales el 5% que presentaban diabetes fueron heterocigotos para esta insercion,
mientras que solo el 1% de los sujetos sanos tuvo la insercion. Esta misma insercion no
estuvo presente en indios Pima, ni en 35 caucasicos de St. Louis. La insercion de 8 pb se
asocié con una disminucion en la actividad del promotor in vitro, sugiriendo su importancia
funcional (326). Estudios en otras poblaciones y en la historia familiar del propdsito se
requieren para definir mejor la importancia de esta variante en la zona promotora del gen de
la insulina.

Se han identificado también, casos raros de familias con moléculas de proinsulina que
tienen propiedades bioquimicas anormales y que se han asociado con intolerancia a la
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glucosa o con diabetes, en varias de estas familias se encontraron mutaciones en el gen de la
insulina que incluian Val192Leu, Fend48Ser, Fen49Leu, His34Asp, Arg65His, Arg65Leu y
Arg65Pro. Varios investigadores han encontrado estas, y otras mutaciones en sujetos con
diabetes tipo 2 tipica, y han concluido que estas variaciones son de baja frecuencia (327-330).

El gen del receptor de glucagon.- El glucdgon es una de las hormonas
contrarreguladoras de la insulina, que controla la produccion de glucosa hepatica, ademas de
estar involucradas en la regulacién de la secrecion de la insulina por las células de los islotes.
Algunas personas con diabetes mellitus han elevado la produccion de glucégeno circulante,
indicando que las anormalidades en la secrecién de glucégeno o su sefializacion pueden tener
un papel patofisiolégico importante. El receptor del glucagon, es un receptor con 7 dominios
ligado a proteinas que se unen al nucleétido guanina, la unién del glucagon a su receptor da
como resultado la activacion de la adenil-ciclasa y la acumulacion intramolecular de
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc). El gen receptor del glucagon esta localizado sobre
el cromosoma 17925 vy contiene 13 exones que abarcan aproximadamente 5.5 kilobases
(331).
A través de un analisis por SSCP (polimorfismo conformacional de cadena simple),
Hager y cols. (332) identificaron una mutacién sin-sentido (Gly40Ser) en el gen del receptor de
glucagon. En caucasicos franceses este polimorfismo se encontré en el 4.6% de personas con
diabetes tipo 2, contrariamente ningln sujeto sano lo presentd, ni aquellos sanos con una
historia familiar de diabetes tipo 2. Esta mutacién fue asociada con diabetes tipo 2 en familias
francesas, particularmente estuvieron afectados aquellos sujetos con una tolerancia a la
glucosa alterada o aquellos que presentaron hiperglucemia en ayunas. Un estudio realizado
por Gough y cols. en caucasicos del Reino Unido confirma estos resultados(333). Sin embargo
en otros estudios no se encontrd asociacion de este polimorfismo con diabetes tipo 2 como en
los rusos, sardinios y finlandeses, en los cuales no se encontré dicho polimorfismo en las
poblaciones estudiada (334-336). Cuando este polimorfismo (Gly40Ser), fue estudiado in vitro,
el receptor del glucagon tuvo una disminucion en la afinidad de unién al glucagon de
aproximadamente 3 veces comparada con el receptor silvestre (wild-type), sugiriendo que esta
mutacion genera un cambio funcional (337). Estudios in vivo en personas heterocigotas
sardinianas no diabéticas, mostraron una respuesta significativamente baja de la glucosa a la
administracién de glucagon, comparada con aquellas personas sanas homocigotas Gly40 de
la misma poblacién, ambos grupos presentaron niveles de insulina similares, por tanto este
polimorfismo puede jugar un papel importante en el desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2

(338).

El gen de la proteina de unién a acidos grasos intestinales (FABP2).- Mediante
estudios moleculares, Prochazka y cols. identificaron una regién sobre el cromosoma 4q que
estaba ligada a resistencia a la insulina en indios Pima (339). En poblacién méxico-americana,
esta misma region en 4q28-31 fue ligada niveles normales de insulina después de una curva
de tolerancia a la glucosa. Sin embargo, esta region no fue ligada a diabetes tipo 2 en indios
Pima, en méxico-americanos, ni en poblacién francesa (340). Entre los genes conocidos por
ser codificados dentro de esta region esta el gen FABP2. FABP2 se expresa solamente en
células epiteliales del intestino delgado y en proteinas de unién a acidos grasos de cadena
larga, lo que sugiere un papel importante en la absorciéon de acidos grasos del intestino. El
metabolismo anormal de los &cidos grasos esta asociado con resistencia a la insulina, por lo
tanto FABP2 es un gen candidato para la diabetes tipo 2. En estudios moleculares de FABP2
se identificé una mutacion sin sentido (Ala54Thr), la variante Ala54Thr es prevalente en indios

Pima con un alelo de frecuencia de 0.29, ademas se encuentra en otras poblaciones
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(frecuencia alélica en japoneses 0.34, finlandeses 0.28, canadienses nativos 0.14). Se
observo que los indios pima con la variante Ala54Thr tuvieron valores de insulina en ayuno
mas altos y una entrada de glucosa a la célula disminuida en la prueba del modelo minimo
(prueba hiperinsulinémica-euglucémica) indicando una mayor resistencia a la insulina. Estos
pacientes también presentaron alto rango de oxidacion de grasas. Los pacientes japoneses
con polimorfismos homocigotos para el alelo Thr54 demostraron tener niveles de insulina
basal mucho mas altos después de dos horas de una tolerancia a la glucosa comparados con
aquellos de diferente genotipo, sugiriendo nuevamente una asociacién de resistencia a la
insulina con el alelo Thr54 en esta poblacion. También se observdé que después de un
ultrasonido abdominal los pacientes japoneses presentaron mayor acumulacion de grasa
intraabdominal comparada con otros genotipos. La grasa subcutanea, la cual no esta asociada
con resistencia a la insulina, no estuvo asociada con ningtn genotipo (341). Por el contrario,
en otros estudios hechos a pacientes japoneses y caucasicos no se encontré ninguna
asociacion de este polimorfismo Ala54Thr con diabetes mellitus, obesidad y altos niveles de
insulina (342,343).

Para entender mejor la fisiologia del polimorfismo Ala54Thr en el gen FABP2,
este fue expresado in vitro encontrandose que la union de acidos grasos de cadena larga a su
receptor tenia dos veces mas afinidad que el receptor silvestre. Adicionalmente el
polimorfismo Ala54Thf de FABP2 incrementa el transporte de acidos grasos en células Caco-2
in vitro. Agren y cols. encontraron que homocigotos para Thr54 tienen niveles de triglicéridos
significativamente mas altos en ayunas que los homocigotos Ala54. Asi el polimorfismo
Ala54Thr del gen FABP2 podria ser mas eficiente en la unién de acidos grasos, lo cual puede
resultar en un aumento en la absorcién de acidos grasos libres de la dieta y por tanto en la

aparicion de resistencia a la insulina (344).

El gen de la subunidad reguladora de la proteina fosfatasa-1 (PPP1R3).- La
subunidad reguladora de la proteina-fosfatasa 1 (PPP1R3) esta localizada sobre el
cromosoma 7q31.1-q31.2. Las mutaciones en PPP1R3 tienen la propiedad de inactivar a PP1,
(la PP1 es encargada de activar la glucégeno-sintetasa) por tanto disminuyen los niveles de
glucogeno-sintetasa activa y en su momento disminuye la incorporacion de glucosa a
glucégeno. A través de las técnicas de SSCP y secuenciacion se han identificado varios
polimorfismos en el gen PPP1R3, la mutacioén sin sentido Asp905Tyr identificada en poblacion
danesa no esta asociada directamente con diabetes tipo 2, sin embargo, en voluntarios sanos
daneses, el alelo Tyr905 se asocié con una disminucion en el metabolismo de la glucosa no
oxidativa estimulada por insulina (sintesis de glucogeno) y un aumento en la oxidacién de
glucosa basal. Durante una curva de tolerancia a la glucosa, personas obesas no diabéticas
heterocigotas para la mutacion Tyr905 tuvieron un 42% mas alta la respuesta de la insulina en
la primera fase, comparada con sujetos obesos homocigotos para Asp905. Posiblemente el
incremento en los niveles de insulina ayuden a sobrellevar la disminucién en la actividad de la
glucégeno-sintetasa resultado de la mutacion PPP1R3. Este polimorfismo es mucho mas
comun en poblacion japonesa que en danesa (frecuencia alélica 0.68 vs. 0.10) (345). Shen y
cols. reportaron una asociacion del genotipo Tyr905/Tyr905 con un bajo indice de masa
corporal en personas japonesas con diabetes tipo 2, sin embargo los efectos de un buen
control diabético o control de peso no se consideraron (346).

Xia y cols. identificaron una insercion/delecion de 5 pb de largo en la regién 3' no
traducida que afecta la distancia entre dos motivos ATTTA. Los motivos ATTTA son los
motivos mas pequefios de elementos ricos en AU (AT) desestabilizantes del ARNm. En indios

Pima aquellos homocigotos para la delecion tuvieron una concentracion de RNAm de PPP1R3
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44% mas baja que aquellos homocigotos para la insercion, los sujetos heterocigotos tienen
niveles intermedios de ARNm de PPP1R3 (20% menos de lo normal). Aquellos sujetos con
delecion presentaron una insulina plasmatica en ayuno mas alta, asi como una entrada de
glucosa mediada por insulina baja y una alia susceptibilidad para desarrollar diabetes tipo 2.
Este polimorfismo ha sido identificado también en indios Qji-Cree canadienses, donde las
personas con una glucosa en ayuno alterada o con diabetes tipo 2 y homocigotas para la
misma delecion tienen niveles de glucosa mas bajos que aquellas con el alelo de insercién

(347).

El gen de la fosfatidil inositol-3-cinasa.- El fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K), es
activada por via IRS-1 de la insulina y juega un papel importante en la entrada de glucosa
estimulada por insulina en tejidos sensibles a la insulina (musculo y grasa), asi como la
fosforilacion del fosfatidilinositol, el cual actta como un segundo mensajero. PI3K es un
heterodimero compuesto de una subunidad reguladora (p85a) y una subunidad catalitica.
Como la disminucion de la entrada de glucosa a la célula estimulada por insulina es observada
en sujetos con resistencia a la insulina, PI3K es un gen candidato para la diabetes tipo 2. Dos
grupos han estudiado la subunidad p85c en busca de mutaciones, sin embargo, ambos
grupos usaron cDNA de musculo para su estudio, por tanto, mutaciones en regiones no
codificantes deberian ser primeramente identificadas. En el primer estudio una mutacién sin
sentido Met326lle se identificé en poblacién danesa, sin embargo, la mutacién no segregd con
diabetes tipo 2. Una prueba de tolbutamida intravenosa se llevo a cabo en sujetos caucasicos
sanos para valorar el papel de la mutacién en la resistencia a la insulina. Los homocigotos
1le326 tuvieron un 23% menos de efectividad de la glucosa y 32% menos en efectividad de la
insulina comparada con aquellos sujetos homocigotos y heterocigotos Met326, sugiriendo que
esta mutacion tiene relevancia clinica en el desarrollo de resistencia a la insulina (348).

Por el contrario en el segundo estudio, el polimorfismo Met326lle fue identificado en
indios pima (frecuencia alélica 0.25) y en caucasicos franceses (frecuencia alélica 0.17), al
igual que en poblacién danesa no hubo ninguna asociacion del polimorfismo con diabetes tipo
2 en todo el grupo estudiado. Sin embargo, cuando los Indios Pima hombres y mujeres se
analizaron por separado, las mujeres con Met/Met y genotipos Met/lle tuvieron una prevalencia
mas alta de desarrollar diabetes tipo 2 comparada con aquellas mujeres con el genotipo lle/lle
(72%, 71% y 42% respectivamente). Ademas las mujeres lle/lle tienen una mayor respuesta
de insulina y bajos niveles de glucosa dos horas después de una administracién de glucosa, al
contrario del estudio danés. La sensibilidad a la insulina, mediada por modelo minimo en
mujeres no diabéticas, fue similar entre los tres genotipos (349).

Gen del polipéptido amiloide de los islotes.- El gen del polipéptido amiloide de los
islotes (IAPP), esta localizado sobre el cromosoma 12 y codifica un precursor de 89
aminodcidos, el cual es procesado a un polipéptido de 37 aminoacidos con homologia a la
familia de calcitonina (350). Varios estudios han demostrado que las personas con diabetes
tipo 2 tienen un exceso de IAPP en los islotes pancreaticos asi como también en circulacion,
indicando que este IAPP puede tener un papel importante en la disfuncién de la célula B y/o
resistencia a la insulina (351). Ademas los ratones deficientes en IAPP a los que se les da un
bolo de glucosa tienen un aumento en la respuesta de insulina seguida por una disminucién
mas rapida en la glucosa sanguinea que aquellos raténes control silvestre sugiriendo que la
presencia de IAPP disminuye la secrecién de insulina (352). Los andlisis por SSCP en sujetos
japoneses revelaron una mutacion sin sentido de una serina por glicina en el codén 20 que
solo estuvo presente en sujetos con diabetes tipo 2 (353). En otro estudios hecho en
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japoneses y taiwaneses no se encontré asociacion alguna de IAPP con diabetes tipo 2,
ademas el polimorfismo Ser20Gly no se encontrd ni en sujetos con diabetes ni en sanos de
poblacion caucasica indicando que este polimorfismo no tiene un papel relevante en esta

poblacion (354).

El gen del receptor del Péptido 1 parecido al glucagon.- El péptido-1 parecido al
glucagon (GLP-1) es producido en el intestino delgado en respuesta a la glucosa o al bolo
alimenticio que incrementa la secrecién de insulina estimulada por glucosa. El receptor para el
GLP-1 es codificado sobre el cromosoma 6p21 y se encuentra en los islotes pancreaticos. Dos
tandem simples altamente polimoérficos (GLP-1R-CA1 y GLP-1R-CAS3), fueron identificados en
este gen (355). La frecuencia alélica de los dos marcadores se comparé en sujetos diabéticos
y en no diabéticos afro-americanos. La frecuencia alélica fue similar en los dos grupos para
ambos marcadores, los estudios de asociacion del receptor GLP-1 con la diabetes han sido
hechos en un gran nimero de poblaciones como caucasicos franceses, caucasicos britanicos,
y japoneses pero fueron negativos en todos ellos (356).

Gen del receptor de la vitamina D.- Varios estudios han sugerido al receptor de la
vitamina D como gen candidato para la diabetes mellitus tipo 2. Un estudio en personas sanas
de bangladesh con riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 mostré que la ausencia homocigota de
un sitio de restriccion Apa |, se asocié con un alto indice de secrecion de la insulina (357). En
poblacion caucasica sana, se mostrd una asociacion de un polimorfismo Taq1, con resistencia
a la insulina, sin embargo, en otro estudio con caucasicos no diabéticos con una historia
familiar de diabetes tipo 2, no mostraron asociaciéon a polimorfismos Tag1 ni a Bsm1 con

sensibilidad a la insulina (358).

Otros genes.- EI promotor del gen de la glucosa-6-fosfatasa se estudié en poblacion
japonesa y el gen del promotor de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa fue estudiado en indios
Pima y caucdsicos con diabetes tipo 2, no se identificaron polimorfismos en ninguno de estos
dos genes al hacer la técnica de SSCP o secuenciacién directa. El Antigeno linfocitico
humano CD38 tiene actividad de ciclasa ribosil adenosin trifosfato, la cual puede ser
importante para movilizar el calcio que es necesario para la secreciéon de insulina. Yagui y
cols. encontraron una asociacion significativa de una mutacién sin sentido Arg40Trp en
parientes de sujetos con diabetes tipo 2 que tenian esta mutacion (359).

En general todos los defectos genéticos en los factores de transcripciéon o en los genes
formadores de proteinas importantes para el metabolismo de la glucosa provocan
anormalidades en la homeostasis de glucosa, y por tanto promueven el desarrollo de
hiperglucemia cronica, a través de alteraciones en la secrecion de insulina y posiblemente en
el desarrollo de los islotes pancreaticos (360).

Genes que incrementen la susceptibilidad a la diabetes tipo 2 probablemente estén
involucrados en el desarrollo pancreatico, en la secreciéon de insulina y metabolismo de la
glucosa o aquellos que incrementen la susceptibilidad a la obesidad. Es probable que
mutaciones en algunos genes sean distintas para una poblacién dada, mientras otras pueden
ocurrir mas marcadamente en otras poblaciones, ademas la expresion fenotipica de una
mutacion dada puede varias marcadamente entre poblaciones (igual en un solo individuo de
una misma poblacioén) dependiendo del fondo genético y de diferencias en el ambiente (361,
362).
Varios investigaciones han acertado y caracterizado fenotipicamente a grupos vy
familias para estudios genéticos. Debido a las dificultades para elucidar genes de

susceptibilidad para enfermedades cronicas como la diabetes, cuando se encuentran
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resultados positivos, es decir que relacionen los genes encontrados con la enfermedad, estos
genes o locus deben ser estudiados hasta que su autenticidad sea apoyada por estudios en
otras poblaciones, y/o hasta que la evidencia de un defecto funcional en el producto del gen
mutado sea demostrada. Con toda seguridad, los afios venideros seran exitosos en la
identificacién de genes de susceptibilidad para la diabetes, con estos descubrimientos podra
mejorarse el diagnostico temprano y el desarrollo de nuevas medidas terapéuticas
(farmacologicas y terapia génica) para la prevencion y tratamiento de la diabetes (363).
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Perspectivas Futuras

Recientes estudios clinicos y de laboratorio sobre diabetes mellitus tipo 2 de inicio
temprano a través de todo el mundo indican que es una alteracion mas comun de lo que se
cree en realidad, el porcentaje de prevalencia que indica que del 2-5% de todos los pacientes
diabéticos son pacientes con diabetes tipo 2 de inicio temprano es solo un nimero aproximado
que representa a un grupo de personas que estan destinadas a desarrollar diabetes debido a
la herencia de un gen mutante que es suficiente para causar diabetes (364), lo que marca la
diferencia entre los pacientes con diabetes tipo 1 y tipo 2, en los cuales la susceptibilidad a
padecer la enfermedad se hereda, mas que la diabetes misma, y los factores no-genéticos
como son los factores ambientales y el estilo de vida, disparan el desarrollo de la diabetes en
individuos genéticamente susceptibles (365). Sin embargo, la susceptibilidad es determinada
por variaciones genéticas comunes en varios genes, variaciones que también estan presentes
en individuos normales en la poblacién en general (366).

El hecho de que la diabetes tipo 2 de inicio temprano sea mal entendida y por tanto
mal diagnosticada, es debido principalmente a que en muchos casos se desconoce la
existencia de esta forma de diabetes, por tanto son necesarios programas educacionales que
indiquen la existencia de esta enfermedad, asi como el establecimiento de criterios
diagnésticos especificos dentro de los cuales uno de los mas importantes es la historia familiar
del propdsito mas que el diagnostico individual del paciente. Las pruebas para determinar la
diabetes de inicio temprano, son basadas en pruebas genéticas, pruebas que deberian ser
menos costosas para el estudio de las mutaciones y pruebas que deberian estar disponibles
en los centros de salud, aunado a esto, el significado patofisiolégico de cada mutacion es
necesario para determinar las consecuencias fisiolégicas que traera la enfermedad (367).

Terapia génica para Diabetes.- Los tipos de diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2, tienen
en comun la incapacidad de las células B y de los islotes de Langerhans para liberar insulina
en la cantidad y precision necesarias para mantener los niveles de glucosa normales en el
torrente sanguineo, es decir, glucemia normal (368). Para ambos tipos de diabetes (tipo 1 y
tipo 2) el mayor problema clinico resulta de los efectos prolongados de la hiperglucemia
cronica, lo cual ocurre debido a una terapia estandar para la diabetes, que no puede
mantener los niveles de glucosa sanguinea dentro del rango normal que se hallaria con un
funcionamiento normal del pancreas. Aunque no se sabe porque, la hiperglucemia permite la

formacion de productos finales glucosilados altamente reactivos (AGEs), la exposicion cronica
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a altos niveles de AGEs genera multiples dafios en el organismo, los cuales se dividen en
complicaciones microvasculares y macrovasculares. Independientemente de la causa de la
diabetes, el objetivo de la terapia es restablecer la capacidad de liberacion de insulina a los
niveles normales o simplemente proporcionar de alguna forma la posibilidad de lograr estos
niveles en la sangre (369).

Los avances en la ciencia y en particular los de ingenieria genética, han hecho posible
vislumbrar nuevas vias de terapia entre las que destaca la terapia génica como una alternativa
muy diferente a la administracion convencional de insulina. Los conocimientos basicos que se
manejan del funcionamiento del pancreas, unidos a los avances de la biotecnologia, han
permitido el trabajo genético sobre un posible tratamiento de la diabetes mellitus, por tanto, la
terapia génica para la diabetes puede ser definida como cualquier método o técnica que usa
cualquier modalidad terapéutica para mejorar el estado clinico de un paciente con esta
enfermedad (370).

Los primeros pasos en terapias que no contemplaban transplante de péancreas,
consistieron en la insercion de islotes de cerdo en pacientes diabéticos, lo que se efectuaba
introduciéndolos directamente en la vena porta o bajo la capsula perirenal, ademas, del
tratamiento de inmunosupresion. Si bien se produjo un 60% de rechazo, y el 40% restante
mantuvo vivas las células por mas de un afo, ninguno de los pacientes presenté liberacion de
insulina al torrente sanguineo (371).

En 1995 se logré aislar islotes de cerdos neonatales para intentar disminuir el rechazo
inmunoldgico, los resultados mostraron que los niveles intracelulares de insulina habian
aumentado hasta 30 veces, pero de igual forma no se logré la liberacién de esta hormona en
el torrente sanguineo. Después en 1996 se intento la introduccion de estos islotes en conjunto
con el transplante de mioblastos genéticamente manipulados para que produjeran un ligando
que uniria a las células encargadas de la inmunidad, y como consecuencia las células que
generan rechazo sé autodestruirian mediante una muerte programada o apoptosis, con lo cual
se lograria una tolerancia periférica, si bien esto permiti6 mejorar las condiciones de
produccion de insulina en los islotes introducidos, faltaba ain mejorar las condiciones de
liberacion y regulacion de esta liberacion hormaonal (372).

La capacidad para expresar genes en las células pancreaticas es un prerrequisito para
muchas formas de terapia génica, la mayoria de los estudios han usado un protocolo en el
cual las células de los islotes son transducidas ex vivo y después reintroducidas in vivo. Para
la transferencia de genes se han utilizado métodos como lipofeccién, electroporacion y
transferencia de genes mediante vectores. Todos estos métodos son capaces de controlar las
condiciones para optimizar la eficiencia de la transferencia de genes y evitar la trasferencia de
dichos genes a células no isloticas, la desventaja es que las células deben ser introducidas
dentro del paciente imediatamente después de la transduccion (373).

La transferencia de genes a células B in vivo deberia tener implicaciones exitosas para
la terapia de diabetes, pero a la fecha no hay estudios que demuestren que esto se haya
logrado, sin embargo, la inyeccion de un vector adenoviral dentro de la arteria pancreatica de
un pancreas humano intacto ex vivo, ha sido reportado con un resultado de transduccién de
aproximadamente 50% de las células f. Este alto grado de éxito podria ser debido a que los
islotes son altamente vascularizados, dando como resultado una eficiente entrada de muchos
de los virus inyectados por las células  (374).

El conocimiento exacto de los defectos que generan la diabetes deberan ser bien
entendido para identificar que genes deberian ser blancos apropiados para estudios de
transferencia génica. Las hipétesis actuales implican varias vias diferentes en la sefializacion
de la insulina, incluyendo defectos en la translocacién del transportador de la glucosa GLUT4
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a la superficie de la célula, sin embargo, aun no se ha hecho una asociacion entre la genética
de la poblacion estudiada y la genetica molecular de la diabetes (375). La manipulacion de las
vias que estan involucradas con la regulacion de los adipocitos tales como aquellos que
involucra a la hormona leptina podrian generar una disminucion en el tejido adiposo, lo que
resultard en un gran mejoramiento de |a resistencia a la insulina encontrada en la diabetes tipo
2. Una disminucion en la cantidad de adipocitos podria beneficiar la relacion de estos con la
célula B en el estado diabético, pues los efectos toxicos de los acidos grasos sobre la célula B
podrian participar en la pérdida eventual de las células B en la diabetes tipo 2. Altos niveles de
acidos grasos producidos por adipocitos no respondientes a la glucosa han sido mostrados
como inductores de apoptosis en la célula B. En modelos animales con diabetes tipo 2, la
célula p muere por apoptosis, en estos modelos animales podria ser posible prevenir esta
pérdida por inhibicién de apoptosis o por manipulacién en la via de la leptina (376).

Como es bien sabido, uno de los grandes retos de la ciencia, es encontrar la relacion
entre los genes de susceptibilidad y los factores ambientales y nutricionales que
desencadenan el problema de la diabetes, la blisqueda debe encaminarse a interpretar la
relacion entre el polimorfismo de los genes y las sefiales para el control de la glucosa (377).

Recientemente se han desarrollado técnicas para el andlisis de la actividad
transcripcional de los genes en respuesta al microambiente. El andlisis de microarreglos
permite evaluar hasta 20 mil genes, el mejor ejemplo es el estudio de tumores, con esta
metodologia se analizan genes de proliferacion, factores de crecimiento, proteinas
oncogénicas y proteinas de diferenciaciéon celular mediante el aislamiento del RNA (en
pacientes y sujetos control), convertido a DNA y amplificado por PCR con nucledtidos
fluoromarcados, las muestras son hibridizadas con los genes conocidos y son colocadas en
laminillas. En el caso particular del cancer, se han mostrado diferentes patrones de expresion,
cuando los pacientes entran en periodo de remision, la expresion de los genes malignos se
apaga (378).

En fechas muy recientes se han dado los primeros pasos para entender la expresion

diferencial de los genes, mediante analisis de microarreglos de 11 mil transcritos de tejido
adiposo de ratones delgados, obesos, y obesos diabéticos, se encontraron 214 transcritos
diferentes entre los ratones delgados y obesos. Ademas se estudiaron animales obesos con
diferentes niveles de hiperglucemia y se encontraron 88 genes involucrados con el grado de
severidad de la diabetes. Otro estudio de expresion diferencial de genes mostré que ante
distintas concentraciones de glucosa, las células B del pancreas mostraron diferencias en la
actividad transcripcional en los genes involucrados en la secrecidn, glucosilacion, sintesis de
proteinas, sefializacion y expresion de genes relacionados con su metabolismo (379).
En el futuro, se propone estudiar a los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 mediante el
andlisis de la actividad transcripcional del érgano afectado (musculo, tejido adiposo) en las
siguientes condiciones: paciente controlado con dieta y ejercicio, paciente en las mismas
circunstancias pero que recibe medicamentos y pacientes con resistencia a los tratamientos
actuales. A la fecha no se han identificado todos aquellos genes responsables de la diabetes
de inicio temprano, por tanto es necesario un gran trabajo y esfuerzo para encontrarlos,
auxiliandonos para ello en los estudios fisiologicos y de biologia molecular, de tal forma que
podamos entender completamente las bases genéticas y patofisiologicas de esta enfermedad,
para finalmente tener acceso a nuevas terapias que prevengan, retarden o corrijan las
alteraciones en la funcién de la célula B-pancreatica caracteristica de este tipo de diabetes,
entonces, tal vez sea posible entender el complejo término de resistencia periférica a la
insulina y la susceptibilidad de los genes en las distintas poblaciones, en especial en la
poblacion mexicana con alto riesgo de padecer la enfermedad (380,381).
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