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I. RESUMEN



Resumen

I. RESUMEN

La diabetes mellitus se caracteriza por una alteracion en el metabolismo de carbohidratos,

cuya principal manifestacion es la hiperglicemia.

La diabetes mellitus se puede clasificar como diabetes insulino dependiente o tipo I y
diabetes tipo 2 o no insulino dependiente. Dentro de la diabetes mellitus tipo 2, se
encuentra una variedad conocida como MODY (del inglés Maturity Onset Diabetes of the
Young), una forma monogénica de la diabetes, que se caracteriza por tener un patron de
herencia autosémico dominante y una edad de aparicion temprana (por lo general por
debajo de los 25 afios). Se han identificado seis genes relacionados con la diabetes tipo
MODY, entre los que se encuentran: el de la enzima glucocinasa (MODY?2), los factores de
transcripcion, tales como el factor nuclear hepatico 4o (HNF-4at) (MODY1) y el factor
nuclear hepatico la (HNF-la) (MODY3); el factor promotor de insulina-1 (IPF1)
(MODY4), el factor nuclear hepatico 1-f (HNF-1B8) (MODYS5) y el factor 1 de
neurodiferenciacion (NEUROD1) (MODY®6).

El factor de transcripcion NeuroD1/BETA2, forma parte de la familia hélice-asa-hélice
(bHLH), contiene dos exones y se encuentra en la banda 2q32 del cromosoma humano. Se
expresa en el sistema nervioso central, intestino y pancreas. Asimismo, se ha demostrado en
estudios con ratones que una deficiencia de este factor de transcripcion causa defectos en la
morfologia del islote, reduccion del nimero de células 3, desarrollo de hiperglicemia y

diabetes.

En varios paises se han realizado estudios que han demostrado que mutaciones en el gen
NeuroD1/BETA2 estan relacionadas con el desarrollo de diabetes tipo MODY6. En Japon
se encontro, que el cambio A45T estaba relacionado con la aparicion de diabetes mellitus
tipo 1, mientras que en otros paises, como en el caso de Polonia se relacion6 con diabetes
mellitus tipo 2.

Por todo lo mencionado anteriormente, se considera importante llevar a cabo un estudio,
que nos permita saber si la variabilidad genética de NeuroD1/BETA2 juega un papel en la

aparicion de diabetes mellitus tipo 2 en la poblacién mexicana.




Resumen

El estudio se llevo a cabo con 20 controles, ocho hombres y doce mujeres. Con una edad
igual o mayor a 50 afios, un IMC < 25 Kg/m’ y ademas no contaban con antecedentes
heredo familiares de diabetes de al menos dos generaciones. Se les tom6 una muestra de
sangre para la extraccion del ADN. Se disefiaron los oligonucledtidos y se realizo el PCR
correspondiente para cada exon en cada una de las muestras. Los productos de PCR se
desnaturalizaron y se sometieron a una electroforesis, en un gel de poliacrilamida a
diferentes concentraciones de ésta, para detectar los polimorfismos mediante el patron de
migracion del ADN. Las muestras que tuvieron un patrén de migracion diferente fueron
secuenciadas, encontrandose el cambio de una guanina por una adenina en el exon 2-1 del
gen NeuroD1/BETA2, de la muestra C11, lo cual corresponde a una sustituciéon de una
alanina por una treonina en el codon 45 (A45T). Asimismo, se encontraron otros dos
cambios de base, para la muestra C3 en el ex6n 2-2 una guanina cambiaba por una adenina;
mientras que para la muestra C17 en el exén 2-3, el cambio fue de una citosina por una
guanina, no obstante ninguno de estos cambios produjo alteracion en la secuencia de

aminoacidos de la proteina.

En resumen, la evaluacion molecular del gen NeuroD1/BETA2, mostr6 la presencia de
una unica variante, un cambio de alanina por treonina en el codon 45 y dado que los
resultados fueron obtenidos de personas sanas, esto indica que se trata de un polimorfismo.
Asimismo, el hecho de que so6lo se haya encontrado una variante polimorfica presente en la
mitad de las personas evaluadas, sugiere que este gen presenta poca variabilidad, aunque
alta prevalencia en la poblacion. Por otro lado, dado que el cambio A45T ya habia sido

reportado en otras poblaciones, se puede decir que se trata de una variante polimoérfica

ampliamente distribuida en el mundo.
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II. ANTECEDENTES

EL PANCREAS

El pancreas es una glandula de secrecion, que se encuentra recubierta por una capa de tejido
conectivo, de la que parten septos y tabiques que contienen los vasos de irrigacion, los
colectores de secrecion exocrina y las fibras nerviosas (1).

El pancreas esta alojado entre la primera, segunda y tercera porcion del duodeno. Se
dirige oblicuamente a la izquierda y su longitud oscila entre 15 y 20 cm, tiene una anchura

de unos 3.8 cm y un grosor de 1.3 a 2.5 cm (Fig. 1) (1).

Fig. 1 Localizacién del pdncreas en el humano.

El pancreas consta de dos porciones una exocrina y una endocrina. La porcion exocrina se
encarga de la excrecion de un conjunto de enzimas digestivas (jugo pancreatico) que se
liberan en el intestino para ayudar en la digestion. Mientras que la porcion endocrina esta
formada por los islotes de Langerhans, que contienen cuatro diferentes tipos de células: las
células a (productoras de glucagon), las células B (productoras de insulina), las células &

(productoras somatostatina) y las células PP (productoras del polipéptido pancreatico), las
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células o y 3 tienen un papel muy importante en la regulacién de la homeostasis de glucosa
).

El buen funcionamiento del pancreas es esencial en la regulacion de la homeostasis de la
glucosa, la cual se encuentra relacionada con enfermedades tan importantes como la
diabetes. Es de este modo, que se desperto6 el interés de muchos cientificos por estudiar el
pancreas, llevando asi al descubrimiento de factores de transcripcion, involucrados en la

regulacion del desarrollo y buen funcionamiento de éste.

Embriologia del pancreas

Existen muchas similitudes entre el desarrollo del pancreas en raton y en humanos, sin
embargo es en el raton, en el que se han realizado un mayor nimero de estudios, y del que
se tiene mas informacion. De esta manera, se sabe que una vez que se producen las sefiales
inductivas apropiadas, se inicia la morfogénesis del pancreas, la cual en el raton, es
alrededor del dia 9.5 (Fig. 2) y en el humano es alrededor del dia 26, a partir de la aparicion
de dos brotes (el pancreas ventral y el pancreas dorsal) provenientes del endodermo del
intestino (3, 4). Una vez formados dichos brotes, los epitelios pancreaticos proliferan, hasta
formar una estructura ramificada. Finalmente durante la sexta semana en el humano y entre
los dias 15 y 19 en el raton, estos dos brotes se desarrollan de manera independiente, para

formar el tejido exocrino y endocrino, rotando y fusionandose para formar el pancreas (5).

Cabe mencionar que durante el desarrollo del pancreas, se han identificado un

subconjunto de células, denominadas células progenitoras, las cuales proliferan y se

diferencian dando como resultado los islotes de Langerhans (Fig. 2) (6).
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Fig.2. Desarrollo del pancreas en raton embrionico.

A partir de estudios recientes, se descubrié que la regulacion de la diferenciacion y
proliferaciéon de las células del pancreas dependen de factores de transcripcion, que se
hacen presentes a lo largo de su desarrollo (6). Un ejemplo de la importancia de dichos
factores de transcripcion fue el descubrimiento de una mutacion en el gen PDX1 en un

paciente que presento aplasia del pancreas (7).

Factores de transcripcion

Estudios realizados con virus que utilizan la maquinaria celular para replicarse, llevaron
al descubrimiento de la existencia de elementos cis-control, responsables de la regulacion
de la transcripcion de genes, que codifican para proteinas del complejo de la ARN
polimerasa II (8). Esto llevo al reconocimiento de arreglos complejos de secuencias de
ADN, que podian asociarse con las regiones promotoras y participar en la definiciéon de
patrones especificos de expresion (9). Estas secuencias son lo que actualmente conocemos
como factores de transcripcion.

Los factores de transcripcion son estructuras modulares con al menos dos dominios
funcionales: uno que se une a secuencias de ADN de los promotores y de los

intensificadores (dominio de unién al ADN), y otra que activa la transcripcion mediante

interacciones proteina-proteina (dominio de activacion en trans) (10).
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La especializacion de las ARN polimerasas eucarioticas para transcribir soélo

determinados genes, esta determinada por la regulacion de estos genes por secuencias
promotoras y factores de transcripcion diferentes. Se distingue asi, entre promotores para

genes de la clase I, de la clase Il y de la clase III (10).

Tabla 1. Clasificacion de las diferentes ARN polimerasas.

Polimerasa Genes que Producto génico = Promotores Factores de
(enzima) transcribe (ARN o proteina) (ADN) transcripcién (proteinas)
(ADN)
ARNpold  Dediset OPNIRISS IS 5o fesei TFI
y 5, 8S
Proteinas y

ARNpol-II De clase II snARNs De clase 11 TFII
ARNpolIll Dedclaselll ARNSTARN-SSy b e i TFII

ARNSs pequefios

Puesto que los genes de clase II son responsables de la sintesis de todos los mARN de

células eucarioticas, y por tanto, de la sintesis de las proteinas, su regulacion es de gran

importancia.

De esta manera, se han realizado numerosos estudios para elucidar la forma en que se
lleva a cabo la transcripcion en las células eucarioticas, encontrandose que existe una
familia de activadores de secuencia especificos (por ejemplo Spl, AP-1, C/EBP, etc.), asi
como también factores de transcripcion (ejemplo: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y
TFIIH) necesarios para el correcto funcionamiento del complejo de la ARN Pol II, pues de

otro modo, ésta no puede llevar a cabo la transcripcion por si misma (11).

Asi pues, debido al papel de los factores de transcripcion en la activacion y regulacion de
la transcripcion, se han estudiado las secuencias de diferentes factores, lo que ha llevado al
descubrimiento de motivos, responsables de la union del factor de transcripcion al ADN.

De acuerdo a esto, es que se han clasificado a los factores de transcripcion en (12):

a) Dedo de Zinc. Esta familia comprende a los factores con un dominio de unién al

ADN que contiene zinc.
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b) Hélice-giro-hélice. Una de las hélices a se encuentra en la parte mas ancha del

ADN, la otra se encuentra de manera perpendicular a éste.

c) Heélice-asa-hélice. Cada hélice presenta un lado de residuos hidrofébicos y otro
lado de residuos cargados. Este motivo, permite que dos factores se dimericen, y

que la parte basica de la proteina interactie con el ADN.

d) Cremallera. Consiste en una cadena de aminoacidos con un residuo de leucina
por cada siete aminoacidos. Una leucina en un polipéptido interactia con otra

perteneciente a otro polipéptido, formando de esta manera un dimero.

Factores de transcripcion implicados en el desarrollo y funcion de las

células B del pdncreas

Las células B pancreaticas son de gran importancia, pues estan implicadas en la
transcripcion de los genes que codifican para insulina y el subsecuente procesamiento y
secrecion de ésta ultima. Es por tanto relevante el hecho de que una disfuncion en dichas
células pueda ocasionar serios problemas metabolicos, llevando a una hiperglicemia e
inclusive a una diabetes mellitus. De esta manera son necesarios factores reguladores de la
expresion de los genes que codifican para insulina. Como se menciono anteriormente estos
factores reguladores, son proteinas que ejercen su funciébn mediante su unién a
determinadas secuencias del ADN rio arriba de los elementos regulatorios de genes

especificos, controlando asi la transcripcion de dichos genes (13).

A continuacion se presentan los principales factores de transcripcion que regulan los

genes que intervienen en el desarrollo y funcion de las células B del pancreas.
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Tabla 2. Principales factores de transcripcion pancreaticos.

Facto.r d.e 4 Sitio de expresion Funcién Ref.
transcripcion
Factores Forkhead box
Necesario para la formacion
Endodermo apropiada del endodermo y
embridnico y en expresion de Pdx1. También es
Poxel todos los tipos de | necesario para la secrecion de B 45, In
células del islote. insulina controlada en células 3
maduras.
Factores LIM de homeodominio
Mesénquimo v
s Necesario para la
embridnico y en : e S
Isll ; diferenciacion temprana 17
todos los tipos de .
: celular endocrina.
células del islote.
Factores basicos hélice-asa-hélice
Celulag Dirige la diferenciacion de las
progenitoras de ; oo
Hesl . células precursoras pancreaticas 18
células no N :
: hacia lineas no endocrinas.
endocrinas
Células Dirige la diferenciacion de
Ngn3 progenitoras de células precursoras pancreaticas | 19, 20, 21
células endocrinas | hacia lineas endocrinas.
Necesario para proliferacion y
crecimiento del islote. También
En todo tipo de es importante para la activacion
Heuroll células del islote de Ins en las células B maduras. 2
Mutaciones heterocigotas
ocasionan MODY en el humano.
Factores HNF
Activa a Ins y Pdx1. Mutaciones
HNF-1a Células heterocigotas ocasionan MODY 23
en humanos.
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Factor de

2 Sitio de expresion Funcién Ref.
transcripcion
Activa a HNF-1a, a Glut2 y a
HNF-4a Células B Ins. Mutaciones heterocigotas 24,25
ocasionan MODY en humanos.
Endodermo Necesario para la formacién del
embridnico joven | onjodermo joven. Mutaciones
HNF-1B y entodos los heterocigotas ocasionan MODY | 26:27
tipos celulares del | o pimanos.
islote.
Todo tipo de Necesario para el desarrollo
ceIulas' : normal de las células
HNF6 pancreaticas endocrinas. Activa la expresion 28
durante el de Ngn3
desarrollo. '
Factores Homeobox
Su ausencia da como resultado
Célul d una escasa formacion del
Pdx1 clulas B de 4 pancreas. Importante activador | 29, 30, 31
PATCIEES TIACHLO. de Ins. Mutaciones heterocigotas
causan MODY en humanos.
Células :
HbO S——— b{ecesarlo para el desarrollo del 32,33
o pancreas dorsal.
pancreaticas
Necesario para la expresion de
Nkx2.2 Células o, B y PP Nkx6.1 e Ins en las células 8 34
precursoras.
N . la di A
Nk, 1 Células B ecesario para la diferenciacion 35

final de las células 8
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Factor de

- g Sitio de expresion Funcion Ref.
transcripcion
Factores Pax
; : Dirige la formacion de células a
Células endocrinas g N e
Pax4 progenitoras y B. Inhibe la transcripcion de 36, 37
Geg.
En todo tivo d Necesario para la formacion de
Pax6 NPIRY D Bk las células ot. Activa la 38, 39, 40

células del islote transcripcion de Geg

Miscelaneos

’ Dirige el desarrollo de las
B Células o células o y activa la 41

transcripcion de Geg.

Abreviaciones: Bm4, cerebro 4; Foxa, forkhead box A; Gcg, glucagon; Glut2, transportador de
glucosa tipo 2; Hb9, factor homeobox 9; HNF, factor nuclear de hepatocitos; Ins, insulina; Isll,
Islet-1; MODY, maturity onset diabetes of the young; NeuroD1, factor de neurodiferenciacion 1;
Ngn3, naurogenina 3; Nkx, homeobox NK; Pbxl, factor de transcripcion leucémico célula pre-B;
Pdx1, factor homeobox pancreatico y duodenal 1; PP, polipéptido pancreatico.

Los estudios en ratones transgénicos y knockout han permitido estudiar la presencia de
estos factores de transcripcion durante el desarrollo del pancreas, asimismo han demostrado
su importancia en la regulacion de su desarrollo y su funcion. Gracias a todo lo mencionado
anteriormente, se ha propuesto un modelo (Fig. 3) de los factores de transcripcion

involucrados en la diferenciacion de las células endocrinas del pancreas, de acuerdo a su

aparicion cronologica.
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Fig. 3. Modelo esquemdtico de los factores involucrados en la diferenciacion de las células

endocrinas del pancreas de raton. Los circulos representan a las células endocrinas en varios

estadios de diferenciacion. Los factores de transcripcion dentro de los circulos son aquellos que

podrian estar afectados. Las flechas representan los pasos en la diferenciacion celular (J Biomed

Sci 7: 27-34; 2000).

w ] &
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METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

La regulacion de glucosa en el organismo es de gran importancia, pues cualquier
desequilibrio en ésta, es causa de hiperglicemia o diabetes, la cual a su vez esta
acompafiada de complicaciones micro y macrovasculares, retinopatia, neuropatia, entre

otras (42).

Asi pues, cualquier carbohidrato que es digerido y metabolizado llega al intestino, donde

es absorbido, para pasar a la circulacion.

La glucosa que entra en el higado es fosforilada por la glucocinasa para dar glucosa-6-
fosfato. La fructosa, la galactosa y la manosa absorbidas en el intestino delgado, también
son convertidas a glucosa-6-fosfato, mediante diversas rutas enzimaticas. La glucosa-6-
fosfato se desfosforila por la glucosa-6-fosfatasa para dar la glucosa libre, que se lleva a la
circulacion sanguinea para mantener los niveles de glucosa. Mientras que la glucosa que no
se utiliza es transformada en glucogeno, como forma de almacenamiento, en el mismo
higado (43).

La insulina es una de las hormonas encargadas de regular la concentracion de glucosa en
la sangre, pues al detectarse una concentracion alta de glucosa en circulacion, el exceso de
ésta es transformado por el higado en compuestos de almacenamiento como glucdgeno y
triacilgliceroles. Cuando los niveles glucosa son bajos, los tejidos producen glucosa a

partir de la degradacion de glucogeno y de la gluconeogénesis (43).

Insulina

La insulina es una pequefia proteina con dos cadenas polipeptidicas, A (21 aminoacidos)
y B (30 aminoacidos), unidas por dos puentes de disulfuro. Es sintetizada en las células
del pancreas, en forma de precursor inactivo de cadena unica, en el que las cadenas A y B
se encuentran conectadas por el péptido C. Dicho precursor inactivo, denominado
preproinsulina (Fig. 4), contiene una secuencia de 24 aminoacidos fijos a un amino terminal
de la cadena B, esta secuencia sefial facilita el paso de la preproinsulina del citoplasma

(donde se inicia la sintesis) a través de la membrana del reticulo endoplasmico (44). La

eliminaciéon mediante protedlisis del péptido seiial la transforma en la proinsulina, que se
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almacena en las células B. De este modo, cuando los niveles de glucosa son elevados, la
proinsulina se convierte en insulina activa, gracias a la accion de peptidasas especificas,
que se encargan de la eliminacion de cuatro aminoacidos basicos (tres arginina y una lisina)
y del péptido C (43), liberandose en la circulacion cantidades equimolares de éste tltimo, el

cual es utilizado en la clinica como un indice de la secrecion de insulina (45).

Fig. 4. Molécula de preproinsulina humana.

Alteraciones en la secrecion de insulina

Se ha reportado, que sujetos obesos por lo regular tienen resistencia a la insulina e
hiperinsulinemia (46). La hiperinsulinemia asociada a la resistencia a la insulina es
resultado de la combinacién de un aumento en la secrecién de insulina y de la reducciéon de
la tasa de aclaramiento de ésta (47). La secrecion aumentada de insulina en individuos
resistentes a ésta, especificamente obesos, es debido a un aumento en la masa celular y a

alteraciones en la expresion de enzimas claves del metabolismo de la glucosa. De esta
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manera, se cree que la hiperinsulinemia es una consecuencia de una mayor afinidad de la

hexocinasa (100 veces mas que la glucocinasa) por la glucosa ocasionando la secrecion de

insulina a niveles de glucosa mas bajos (48).

Otra de las alteraciones en la insulina, que se presentan en diabéticos, puede deberse a
problemas de autoinmunidad, factores genéticos (mutaciones en algin gen, relacionado con
el desarrollo del pancreas o la activacion del gen de insulina) y factores no genéticos

(ambientales, por ejemplo: estilo de vida).

DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus se define como un sindrome caracterizado por la alteracion en el
metabolismo de carbohidratos, cuya principal manifestacion es la hiperglicemia. La
diabetes mellitus es uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial;
segun la Organizacion Mundial de la Salud el promedio de prevalencia de diabetes es de
aproximadamente el 5%, mientras que en México, segin la Encuesta Nacional de Salud

representa un 10.9% en personas mayores de 20 afios (49).

Los diez paises con mas casos en el mundo son por orden de frecuencia India, China,
EUA, Rusia, Japon, Brasil, Indonesia, Pakistan, México y Ucrania, y se cree, que de
continuar con esta tendencia, para el afio 2025 México se encontrara en el séptimo lugar
(50).

Otro aspecto epidemiologico digno de mencionarse de la diabetes mellitus en México, es
la proporcién de individuos que desarrollan la enfermedad antes de los 40 afios de edad,
pues éstos tienen mayor riesgo al desarrollo de complicaciones, debido a que se encuentran
expuestos a hiperglicemia por un periodo mas prolongado comparado con aquellos que

desarrollan la enfermedad a los 50 o 60 afios (51).

La principal causa por la que miembros inferiores por razones no traumaticas son
amputados, es la diabetes, asimismo ésta es causa de complicaciones como la retinopatia e
insuficiencia renal. La presencia de dafios vasculares y macrovasculares, incrementa el

costo del tratamiento de los pacientes mas de tres veces y medio (51).

El costo anual de tratamiento para un diabético bajo control, es entre $1,960 y $4,500

pesos, basado en la compra de medicamentos, en 9 glucemias en laboratorio, 156
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monitoreos de glucosa capilar, 12 consultas de médico general y 2 con especialista, y una

serie de examenes de laboratorio (CT, T, HDL y EGO) (52).

Complicaciones

Como se mencion0 anteriormente, las principales complicaciones que acompafian a la
diabetes mellitus son la retinopatia, la nefropatia y complicaciones micro y

macrovasculares.

En el caso de la retinopatia se ha observado que durante los periodos de hiperglicemia, la
excesiva produccion y acumulacion de polioles trae como consecuencia el desarrollo del
tejido en el nervio Optico y cristalino del ojo. El desarrollo de la retinopatia diabética
comprende cinco pasos: a) la formacion de una microaneurisma (formacion de redes y
ramificaciones rojas de 15 a 60 pm de diametro); b) aumento excesivo de la permeabilidad
vascular; c) oclusion vascular; d) proliferacion de nuevos vasos sanguineos y tejido fibroso
en la retina; y €) contraccion de la proliferacion fibrovascular y del humor vitreo. En el
ultimo paso, se presentan las hemorragias, cuya presencia reduce la posibilidad de llevar a

cabo una cirugia de laser 6ptima (53).

La nefropatia diabética se caracteriza por la presencia persistente de proteinuria. Existen
diversos mecanismos que se han propuesto para explicar el desarrollo de la nefropatia, entre
estos se encuentran, la generacion de una toxicidad debido a la glucosa, la glicosilacion no

enzimatica de proteinas celulares, reabsorcion aumentada de sodio y el metabolismo

anormal de lipidos (54).

Entre los problemas que acompafian a la diabetes, las complicaciones micro y
macrovasculares (incluyendo la enfermedad coronaria del corazén, paro cardiaco y
enfermedad periférica vascular) son de gran importancia, pues son una de las principales

causas de mortalidad entre pacientes con diabetes mellitus (55).

Clasificacion

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y el Grupo Nacional de Datos de Diabetes
(NDDG) han dividido a la diabetes mellitus en dos grandes grupos denominados insulino
dependiente (DM tipo 1) y no insulino dependiente (DM tipo 2) (56).
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Diabetes mellitus tipo 1

La diabetes mellitus tipo 1 es causada por la destruccion de células 3, con frecuencia por
autoinmunidad, dando como resultado una deficiencia de insulina. Los agentes etiologicos

que causan el proceso de autoinmunidad y destruccion de células B no se han establecido
(54).

Una de las primeras manifestaciones de este tipo de diabetes es la cetoacidosis, asi como
una moderada hiperglicemia que se puede convertir rapidamente en hiperglicemia severa,

éstas en presencia de alguna infeccion (42).

La diabetes mellitus tipo 1 se ha subdividido en dos clases, una autoinmune y una
idiopatica. La forma autoinmune, es cronica que se caracteriza por la destruccion celular
autoinmune de las células B del pancreas. La diabetes mellitus tipo 1 tiene dos etapas: una
primera denominada insulitis, que consiste en la invasion de leucocitos a los islotes; y la
segunda etapa, la diabetes, cuando la mayoria de las células han sido destruidas, y no hay
suficiente produccion de insulina para regular los niveles de glucosa en sangre, dando como
resultado la hiperglicemia (57).

Los marcadores de la destruccion celular, que son cruciales para el diagnostico de este
tipo de diabetes incluyen una serie de proteinas del islote que son blanco del sistema
inmune, entre éstas se encuentran la insulina, la enzima acido glutdmico descarboxilasa

(GAD) y las proteinas de membrana homoélogas a las tirosin fosfatasas, IA-2 y IA-2p (58).

Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 se caracteriza por un aumento constante de los niveles de
glucosa en sangre, causada por una combinacion de factores genéticos y no genéticos, que

dan como resultado resistencia a la insulina y/ o deficiencia de la misma (54).

En este tipo de diabetes es raro observar cetoacidosis, sin embargo, siempre esta
acompaiiada de alguna infeccion. Uno de los mayores problemas de la diabetes mellitus

tipo 2 es que el tiempo estimado entre la aparicion de la hiperglicemia y el diagndstico es

entre 9 y 12 afios, pues en sus primeras etapas las concentraciones de glucosa no son lo
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suficientemente elevadas para que se presenten los sintomas de una diabetes no controlada
(59).

Dentro de la diabetes mellitus tipo 2, se encuentra una variedad conocida como MODY
(del inglés Maturity Onset Diabetes of the Young), la cual es genética y metabdlicamente
un tipo heterogéneo de diabetes mellitus no insulino-dependiente, entre cuyas
caracteristicas se encuentran: un patréon de herencia autosomico dominante, una edad de
aparicion temprana (por lo general por debajo de los 25 afios) y un defecto en la secrecion
de insulina estimulada por la glucosa, ademas es una condicion monogeénica, es decir, la

herencia de una mutacion simple en un gen puede causa diabetes tipo 2 (60).

Dentro de los factores no genéticos de riesgo se encuentran el aumento de la edad,
elevada ingesta calorica, sobrepeso, un estilo de vida sedentario; y Gltimamente el bajo peso
del recién nacido ha recibido considerable atencién; pues se ha encontrado una relaciéon
entre el crecimiento intrauterino y la aparicion de diabetes, obesidad y varios factores de
riesgo cardiovascular; asi, bebés de bajo peso al nacer desarrollan una intolerancia a la

glucosa y un aumento en la prevalencia de la diabetes tipo 2 posteriormente (61,62).

En la actualidad han sido identificadas mutaciones en seis genes diferentes en pacientes
con MODY (63), uno de los cuales corresponde a la enzima glucocinasa (MODY?2). Los
cinco restantes son factores de transcripcion que controlan la expresion de los genes
involucrados en la diferenciacion del pancreas, el factor nuclear 4o de hepatocitos (HNF-
4wMODYI); el factor nuclear la de hepatocitos (HNF-1a/MODY3); el factor 1 promotor
de insulina (IPF-1/MODY4); el factor nuclear 18 de hepatocitos (HNF-13/MODYS) y por
ultimo el factor 1 de neurodiferenciacion (NeuroD1/MODY6) (64).

HNF-4a/MODY1

Este factor de transcripcion es un miembro de la superfamilia de receptores de hormonas
esteroides/tiroideas (65). Con seis dominios entre los que estan el dominio central de unidén
al ADN con una estructura del tipo dedos de zinc y el dominio de unién al ligando ubicado

en el extremo carboxilo terminal (66). El factor HNF-4a es un regulador corriente arriba

(upstream) de la expresion de HNF-1a (67), que se expresa en el higado, rifion, intestino e

islotes de Langerhans, ademas es un regulador positivo de genes involucrados en el
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metabolismo de glucosa como el transportador de la glucosa 2 (GLUT?2), la aldolasa B, la
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y la piruvato cinasa (25). La deficiencia de HNF-
4o en humanos, afecta la biosintesis de triglicéridos y apolipoproteinas y esta asociada con
una reduccion del 50% de triglicéridos en suero y una reduccion del 25% de la

concentracion en suero de apolipoproteinas All, CIII y lipoproteina Lp(a) (68).

Las mutaciones en este gen dan como resultado alteracion en la sintesis y secrecion de
insulina, produciendo hiperglicemia severa, frecuente requerimiento de insulina, nefropatia

y retinopatia, requiriendo frecuente suministro de insulina (69).

Glucocinasa/MODY2

La glucocinasa es una enzima que se expresa en las células pancreaticas y del higado.
Cataliza la transferencia de un grupo fosfato del ATP a la glucosa para producir glucosa-6-
fosfato, primer paso en el metabolismo de la glucosa. Controla la tasa de entrada de glucosa
a la ruta glicolitica (70). Mutaciones heterocigotas en esta enzima llevan a alteraciones en
la secrecion de insulina asociadas con MODY, mientras que mutaciones homocigotas

producen una deficiencia completa de la enzima dando como resultado diabetes mellitus

neonatal (71).

HNF-1a/MODY3

El factor de transcripcion HNF-1a es miembro de la familia de factores de transcripcion
tipo homeodominio. Se expresa en higado, intestino, rifién y pancreas, regulando en éste
ultimo la expresion de insulina (72). Pacientes con mutaciones en el gen que codifica para
este factor nacen euglicémicos y desarrollan células B defectuosas (73). Al igual que en la
diabetes mellitus tipo 1, los pacientes presentan complicaciones micro y macrovasculares

con retinopatia y nefropatia (74).

IPF1/MODY4

Es un factor de transcripcion de tipo homeodominio que se encuentra involucrado en el
desarrollo del pancreas y en la regulacion de la transcripcion de varios genes entre los que

se esta el de insulina, el de la glucocinasa, el del polipéptido amiloide y el transportador de

glucosa (75). Mutaciones heterocigotas son asociadas con MODY, manifiestandose por
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medio de la reduccion de la respuesta de secrecion de insulina a glucosa, que tiene que ver

con un defecto en las rutas de sefializacion que regulan la secrecion de insulina (76).

HNF-1MODY5

Es un factor de transcripcién de tipo homeodominio que funciona como homodimero o
heterodimero con HNF-la. Mutaciones en el gen que codifica para este factor de
transcripcion producen alteracion en la sintesis y secrecion de insulina, manifestandose

como hiperglicemia severa con nefropatia y retinopatia asociadas (77).

NEURODI1 /BETA2 (MODY 6)

El factor de transcripcion NeuroD1/BETA2 es una proteina basica hélice-asa-hélice
(bHLH), que se expresa en el sistema nervioso central, intestino y pancreas. En el intestino
NeuroD1/BETA2 activa la transcripcion del gen que codifica para la hormona secretina
(78). Asimismo, diversos estudios realizados en embriones de rana revelaron que
NeuroD1/BETAZ2 es un factor de diferenciacion en el desarrollo del sistema nervioso (79).
También se ha demostrado que es un activador importante de la transcripcion del gen de
insulina y de glucagon, por lo que se encuentra involucrado en la regulacion de éstas dos
hormonas (80). NeuroD1/BETA2 es expresado durante el desarrollo del pancreas y en el

pancreas adulto, principalmente en las células .

Tamimi y colaboradores clonaron el gen NeuroD a partir del cADN de cerebro fetal,
utilizando al gen de ratén como base de comparacion. El polipéptido de 357 aminoacidos
compartia el 97% de identidad con el gen del raton (era 100% en la region bHLH). De esta
manera ellos encontraron que el gen NeuroD era idéntico al gen BETA2 de hamster que

habia sido clonado como gen de transcripcion regulador de la produccion de insulina (81).

El papel de NeuroD1/BETA2 en el desarrollo pancreatico es de gran importancia, y esto
se ha confirmado en estudios con ratones, en los cuales se observé que aquellos con
delecion homocigota nacen con displasia de las células B y falla severa del pancreas

endocrino, desarrollando hiperglicemia y diabetes, muriendo finalmente por deshidratacion.

Mientras que aquellos ratones con delecion heterocigota mostraban una morfologia del
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islote alterada y defectos neuromotores, asi como una reduccion del nimero de células B
(22).

El gen NeuroD1/BETA2 se localiza en el cromosoma 2q32 en humanos (81). Contiene
dos exones, el exon 1 que codifica parte de una region 5’-no traducida y el exon 2 que
codifica para 11 nucléotidos de la regioén 5’-no traducida y para los 356 aminoacidos de la
proteina NeuroD1, que tiene un peso de 45kDa (82). Estudios realizados por diferentes
grupos en varias partes del mundo acerca del gen, han llevado al hallazgo de dos
polimorfismos relacionados con éste (Tabla 3). El mas comun de estos polimorfismos es el
atribuido a una conversion en la posicion 45 de una alanina por una treonina (A45T), la
cual ha sido asociada con diabetes tipo 1 en poblaciones japonesas (84, 85), mientras que
en poblacion francesa no se encontro alguna asociacion entre dicho cambio y algunos de los
dos tipos de diabetes (88). No obstante, en poblaciones americanas se encontraron dos
mutaciones, la primera debida a la conversion de una arginina en la posicién 111 por una
leucina (R111L) en el dominio de unién al ADN, y la segunda por una insercion de una
citosina en el tracto poli C en el codon 206 (histidina), dando como resultado un codén de
paro en el aminoacido 242 (H206+C), ambas mutaciones han sido asociadas con diabetes
tipo 2 en dicha poblacion (87). De este modo en la tabla 3 también se puede observar, que
las diferencias entre las diversas poblaciones son notables, pues mientras en Dinamarca se
demostré por medio de la eficiencia transactivacional del gen NeuroD1/BETA2, que las
variantes A45T y P197H son mutaciones (86), en otros paises como Checoslovaquia y
Japon, tomando en cuenta las frecuencias alélicas, se encontré que éstas no variaban entre
diabéticos y controles, concluyendo que las variantes A45T y P197H no se asociaban con la

aparicion de diabetes mellitus ya sea tipo 1 o 2 (90) en el caso de Checoslovaquia, mientras

en Japon se relaciono la variante A45T con la aparicion de diabetes mellitus tipo 1(85, 84).
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Tabla 3. Polimorfismos identificados en el gen NeuroD1/BETA2.

Tipo de Referencia por aiio
Pais Variante
Diabetes (cita)
Polonia Polimorfismo A45T 2 Malecki y col. 2003 (89)
. Polimorfismo A45T NA Cinek y col. 2003 (90)
e Polimorfismo | P197H NA & (
Polimorfismo Mochizuki y col. 2002 (85)
Japén Polimorfismo A4ST 1 Yamada y col. 2001(84)
Mutacién Iwata y col. 1999 (83)
Dinamarca Mutacién A45T 1 Hansen y col. 2000 (86)
Mutacién P197H NA
Mutaciéon RI11L
Estgdos Mutacion H206+C Malecki y col. 1999 (87)
Unidos Polimorfismo | A45T NA2
Polimorfismo P197H NA2
Francia Polimorfismo A45T NA Dupont y col. 1999 (88)

Abreviaciones: NA, no se encontr6 asociacion alguna con ninguno de los dos tipos de diabetes; NA2, no se
encontrd relacion con la diabetes mellitus tipo 2. Nota: en los casos en los que solo se menciona un tipo de
diabetes, es porque no se han realizado los estudios para determinar la relacion entre el polimorfismo o la

mutacion ya sea el caso, y el tipo de diabetes en cuestion.

Como ya se explico anteriormente la diabetes mellitus es uno de los principales
problemas de salud, sobretodo debido a las complicaciones que la acompafian y a los costos
que conlleva. Aunado a esto, la prevalencia de los diferentes subtipos de MODY varian
enormemente entre las diferentes poblaciones. Es por todo lo mencionado anteriormente,
que es necesario llevar a cabo estudios que nos permitan prevenir y tratar dicha
enfermedad, ya sea implementando sistemas bioldgicos de evaluacion farmacolégica o
disefios de manejo terapéutico. Asimismo, el conocimiento de la etiologia que ocasiona la

diabetes mellitus nos permitira darle una mejor calidad de vida al paciente.

=%
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II1I. HIPOTESIS

Debido a que el fondo genético de las poblaciones es variable en las diferentes latitudes,

se espera que el gen NeuroD1/BETA2 presente variantes polimorficas propias de la

poblacion mexicana.
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IV. OBJETIVO

Evaluar la variabilidad genética del gen NeuroD1/BETA2 en poblacion mexicana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar molecularmente ei gen NeuroD1 en 20 sujetos control (40 alelos).
2. Efectuar la correlacion entre los resultados obtenidos con las variantes polimérficas

y mutaciones reportadas en la literatura.
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V. MATERIAL Y METODOS

CONTROLES
Se recolectaron muestras de sangre de sujetos que servirian como controles, dichos

sujetos se seleccionaron en base a las siguientes caracteristicas:

1. Edad mayor o igual a 50 afios, sin distincion de sexo.
2. Indice de Masa Corporal (IMC) < 25

3. No tener antecedentes familiares de diabetes de al menos dos generaciones.

Todos los controles llenaron una carta de aceptacion, en la que daban su consentimiento
de participacion voluntaria en el proyecto (apéndice 2).
El protocolo fue aprobado por el comité de Etica de Investigacion en Humanos del

Hospital Juarez de México.

PRUEBAS BIOQUIMICAS
Para asegurar que los sujetos control contaban con valores normales para las pruebas
bioquimicas, se les realizaron pruebas de glucosa, triglicéridos y colesterol, para las cuales

se utilizaron estuches comerciales de Stanbio Laboratory.

Glucosa

La glucosa es oxidada en presencia de glucosa oxidasa (GOD) a acido glucénico y
peroxido de hidrogeno. El peroxido de hidrogeno formado, reacciona bajo la influencia de
peroxidasa (POD) y 4-aminoantipirina para formar un complejo rojo violeta de quinona. La

intensidad del color es proporcional a la concentracion de glucosa. Las reacciones llevadas

a cabo son las siguientes:

Glucosa +0, —> Acido Gluconico + H,0,
H,0, + 4 — Amin oantipirina + pHBS ——— Complejo de quinona

Colesterol total

El método utilizado se en basa la capacidad de la colesterol esterasa (CE) para hidrolizar

los ésteres, produciendo colesterol libre y acidos grasos. El colesterol libre asi producido
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mas el colesterol preformado se oxidan en presencia de colesterol oxidasa (Cox) para dar
colest-4-en-3-ona y peroxido de hidrogeno. Un cromégeno quinonaimina, con absorcion
méaxima de 500nm, se produce cuando el fenol se acopla oxidativamente con 4-
aminofenazona, en presencia de peroxidasa (POD) con perdxido de hidrogeno. La
intensidad del color rojo final es proporcional a la concentracion total de colesterol. A

continuacion se muestran las reacciones:
Esteres de colesterol —<2— Colesterol + Acidos Grasos

Colesterol + 0, —%*— Colest —4 —en—3 —ona+ H,0,
H,0, + 4 — amin ofenazona + pHBS ——— 2H 0, + o-quinoneimina colorido

Triglicéridos

La determinacion de los niveles de triglicéridos, cuando se lleva a cabo en conjunto con
otros ensayos de lipidos, proporciona una ayuda en el diagnostico de hiperlipoproteinemia
primaria y secundaria. También es util para dar seguimiento a la diabetes mellitus, nefrosis,
obstruccién biliar y varias anormalidades metabolicas que resultan de disturbios

endocrinos.

Esta prueba se basa en la accion de la lipasa sobre los triglicéridos produciendo glicerol y

los acidos grasos.

En una segunda etapa el glicerol se fosforila por el adenosin-5’-trifosfato (ATP) para
producir glicerol-3 fosfato (G3P) y adenosin-5’-difosfato (ADP) en una reaccion catalizada

por la glicerol-cinasa (GK), de tal manera que:
Glicerol + ATP—5— G3P + ADP

La G3P es oxidada por la glicerolfosfato oxidasa (GPO) produciendo dihidroxiacetona

fosfato (DAP) y peréxido de hidrogeno.

G3P+0,———> DAP+H,0,
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Los peréxidos reaccionan con 4-aminoantipirina y 4-clorofenol bajo la influencia

catalitica de la peroxidasa (POD) para formar una quinoneimina de color rojo.

2H,0, + 4 — amin oantipirina + 4 — clorofenol —*22— quinoneimin a + HCI + 4H,0

DETERMINACION DE HORMONAS

Insulina

Para la determinacion de esta hormona se utilizo6 el estuche comercial de Diagnostic

Systems Laboratories Inc.

Se llevé a cabo un radioinmunoanalisis de fase solida, donde la insulina marcada con ‘%I

compite durante un tiempo fijo con la insulina de la muestra del paciente por sitios de unioén
al anticuerpo especifico para la insulina. Debido a que el anticuerpo esta inmovilizado en la
pared de un tubo de polipropileno, la simple decantacion de sobrenadante es suficiente para
terminar la competencia y aislar la fraccion de anticuerpo unido de la insulina marcada con
el isotopo. La lectura del tubo en un contador gama, proporciona entonces, un nimero que
se convierte por medio de una curva de calibracion en una medida de la insulina presente en

la muestra del paciente.

Calculos

Primero se calcula la media de las cuentas de los tubos de union no especifica corregidas

por minuto:
Cuentas netas = (Media CPM) — (Media de CPM de uni6n no especifica)

Posteriormente se determina la union de cada pareja de tubos como un porcentaje de la

unién maxima, tomando las cuentas corregidas:

Cuentas netas

Porcentaje de unién = ———x 100
Cuentas netas de union mdxima
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Utilizando papel grafico logaritmico se representa el porcentaje de union en el eje vertical
frente a la concentracion en el eje horizontal (logaritmico) para cada calibrador y se dibuja
la linea que pase por los puntos. Los resultados de las muestras se pueden leer en la curva
por interpolacion. Los datos fueron graficados y calculados por el contador de

radioactividad modelo Palkard.

Glucagon

Para la determinacion de esta hormona se utilizé el estuche comercial de Diagnostic

Products Corporation.

Para esta hormona se realiz6 un radioinmunoanalisis secuencial. Después de preincubar la
muestra del paciente con un anticuerpo anti-glucagon, el glucagon marcado con '*I
compite con el glucagon de la muestra por los sitios de union de los anticuerpos. Después
de incubar por un tiempo determinado, la separacion del glucagon unido del glucagon libre
se logra mediante un método de doble anticuerpo acelerado por PEG, seguido de una
centrifugacion. Luego el precipitado que contiene la fraccion unida al anticuerpo se lee en

un contador gama y las concentraciones del paciente se leen de una curva de calibracion.

Cdlculos
Primero se calcula la media de las cuentas de los tubos de unioén no especifica corregidas
por minuto:

Cuentas netas = (Media CPM) — (Media de CPM de unién no especifica)

Posteriormente se determina la union de cada pareja de tubos como un porcentaje de la

unién maxima, tomando las cuentas corregidas:

) ., Cuentas netas
Porcentaje de union = —————x 100
Cuentas netas de union mdxima

Utilizando papel grafico logaritmico se representa el porcentaje de union en el eje vertical
frente a la concentracion en el eje horizontal (logaritmico) para cada calibrador y se dibuja

la linea que pase por los puntos. Los resultados de las muestras se pueden leer en la curva
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interpolacion. Los datos fueron graficados y calculados por el contador de

radioactividad modelo Palkard.

EXTRACCION DE ADN

L

O

11,
12.

13.
14.
15,
16.

17.
18.
19.
20.

Se tomaron 20 mL de sangre y se dividieron en dos alicuotas de 10 mL cada una, en
tubos con 200 uL. de EDTA (0.5M pH 8.0).

Sobre hielo, cada tubo se llevd a 35 mL con solucion Sacarosa Triton 2X.
Posteriormente se llevaron a 50 mL con agua desionizada estéril.

Se mezclaron por inversion y se dejaron reposar en hielo durante 10 minutos.

Se centrifugaron (rotor Sorvall RT7) a 1000 g (aproximadamente 2000 rpm) 15
minutos a 4°C.

Se decant6 el sobrenadante y se desecho.

El botén obtenido se lavé con 5 mL de solucion Sacarosa Triton 1X.

Se centrifugd 15 minutos a 4°C (se vio un pellet rosado).

Al boton obtenido se le adicionaron 3 mL de buffer de lisis nuclear, y se resuspendio

el pellet con una pipeta Pasteur sellada.

. Se adicionaron 108 pL de SDS al 20% mas 100 puL de Proteinasa K (5 mg/mL), y se

mezclé con la pipeta.

Se incubd a 37°C toda la noche (Incubadora BT23, American Scientific Products)

La mezcla anterior se transfirio a tubos conicos estériles de 15 mL y se le agreg6 1 mL
de Cloruro de sodio saturado, agitando por 15 segundos vigorosamente.

Se centrifug6 a 1000 g (aproximadamente 2000 rpm) 15 minutos.

Se volvio a transferir con cuidado el sobrenadante a otro tubo conico de 15 mL.

Se adicionaron dos volumenes de etanol al 100% moviendo suavemente la pipeta.

El ADN precipitado se extrajo con una pipeta Pasteur sellada y se lavé con etanol al
70%, moviendo suavemente la pipeta.

Se dejo secar completamente el ADN en la pipeta Pasteur (boca arriba)

El ADN se deposit6 en aproximadamente 200 pL de buffer TE en un tubo eppendorff.
Se dejo disolver el ADN a 37°C por 30 minutos.

El ADN se cuantificé espectrofotométricamente (260/280nm).




Material y Métodos

Los oligos empleados se disefiaron de acuerdo a la secuencia reportada por Furuta y col.

(82).

Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del exon 2 del gen NeuroD 1/BETA2.

Region Oligo (5’-3’) Oligo (3’-5°) Talla
Exén 2-1 ACTTTTCGCAAGCATTTGTACAGG CGCGTTCAGTCCGTGCATGC 483pb

Exo6n 2-2 ATGACTAAGGCTCGCCTGGA GGAGGCTTAACGTGGAAGAC 464pb

Exon2-3  AGTCCGCCTTACGGTACCATG  GACAGTCACTGTAAGCACAG 447pb

1. Los oligos disefiados se centrifugaron por 15 segundos.

2. Se reconstituyeron con 500 pL de agua dd.

3. Finalmente se hizo una dilucién 1:200 y se cuantificaron espectrofotométricamente
(260/280 nm), en un espectrofotometro Perkin Elmer UV/ VIS Lambda 20.

4. La talla de los oligos se comprob6 por medio de un PCR, utilizando un marcador de

100 pb en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (1 pL en 50 mL).

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Esta técnica es utilizada para amplificar un segmento de ADN especifico in vitro,
utilizando una ADN polimerasa, un templado de ADN genémico y oligonucleétidos
especificos que flanquean el segmento a ser amplificado.

La reaccion consiste en una serie de ciclos, los que a su vez constan de tres pasos, cada
uno:

1) Desnaturalizacion del templado de ADN por medio de una elevacion de la
temperatura (94°C, 30 segundos).
2) Alineamiento, en el cual los oligonucledtidos se hibridan especificamente con el

templado de ADN (60°C, 30 segundos)

3) Polimerizacion, los oligonucleotidos son extendidos mediante una ADN

polimerasa (72°C, 30 segundos).
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1. En un tubo eppendorff de 0.5 mL se mezclaron en el siguiente orden:

Solucién dNTP ImM 25 uM
Buffer 10X 25 uM
Oligo §’ 20 uyM
Oligo 3’ 20 uM
ADN genémico humano 1.0 ug
ADN polimerasa termoestable 25U

DMSO 1.0 uL
Agua dd 15.5 uL

2. Se colocaron los tubos con la mezcla de reaccion en un termociclador (Mastercycler

gradient Eppendorff). Corriéndose el programa para los tres exones.

3. Los acidos nucleicos se amplificaron mediante su desnaturalizacion, alineamiento y

polimerizacion. En la tabla siguiente se muestra el numero de ciclos y las

temperaturas a las que se llevo a cabo.

Nimero de | Tiempo y temperatura | Tiempo y temperatura | Tiempo y temperatura
ciclos de desnaturalizacién de alineamiento de polimerizacién
30 ciclos 30sa94°C 30 sa60°C 1 min a 72°C
Ciclo final 1 min a 94°C 30 sa60°C 1 min a 72°C

4. Se tomo una muestra del ADN amplificado (5 pL) a la que se le afiadieron 3uL de

buffer de carga (ver apéndice 1), y se analiz6 mediante una electroforesis, en un gel de

agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio, utilizando un marcador de 100 pb.
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SIMPLE (SSCP).

Para llevar a cabo los experimentos de la técnica de analisis polimérfico conformacional

de cadena simple (SSCPs) se tom6 como base lo reportado por Orita y col. (91).

La sustitucion de una sola base es suficiente para alterar la movilidad de una sola cadena
de ADN que es sometida a electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes.
Dicha movilidad es atribuida a cambios conformacionales, resultantes de sustituciones,
inserciones o deleciones en una cadena del ADN. De este modo, se espera que la
conformacion de la cadena simple del ADN se vea afectada por factores como la
temperatura del gel durante la electroforesis, la concentracion del amortiguador y la
presencia de agentes desnaturalizantes, es debido a esto que a se pueden observar un
numero de bandas variable, por ejemplo dependiendo del porcentaje de glicerol que
contenga el gel. No obstante, se dice que esta técnica es empirica, ya que el nimero de
bandas que se pueden observar es variable como se mencion6 anteriormente (de 1-4
bandas), dependiendo de las condiciones a las que se lleve a cabo la electroforesis, y sin
seguir un patron, asi pues aunque se utilice siempre la misma concentracion de glicerol, el

numero de bandas es diferente entre exones.
El método se basa en la digestion del ADN por medio de enzimas de restriccion, su

desnaturalizacion y electroforesis en un gel de poliacrilamida.

El anélisis SSCP implica tres pasos:

1. Amplificacion de la region de interés mediante PCR
2. Desnaturalizacion de los productos obtenidos en el PCR

3. Electroforesis del ADN de cadena simple por medio de un gel a pH neutro.

Metodologia

1. Las muestras de ADN se amplificaron mediante un PCR, agregando a cada tubo los

reactivos y cantidades indicadas a continuacion:
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Solucion dNTP 25 uM

Buffer 10X 25 uM
Oligo 5’ 20 uM
Oligo 3’ 20 uM
[a->’P] dCTP 0.5 uL
ADN gen6émico humano 1.0 ug
ADN polimerasa termoestable 25U
DMSO 1.0 uL
Agua dd 15.0 uL

El PCR se verifico corriendo alicuotas de 5 pL con 3 pL de buffer de carga (apéndice
1) en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (1 pL para 50 mL). Todas
las muestras debieron haber amplificado.

Se tomaron 2 pL de cada muestra y a cada una se le agregaron 28 pL de solucion de
carga (apéndice 1) para SSCP.

Se desnaturalizaron las muestras a 95°C durante cinco minutos y se dejaron reposar
otros cinco minutos en hielo (éstas debieron desnaturalizarse una vez que los geles se
encontraban polimerizados).

Se prepararon los geles de poliacrilamida, con los reactivos y cantidades indicados en
la tabla I del apéndice 1.

Los vidrios se ensamblaron y se verti6 el gel de poliacrilamida.

Se dejaron polimerizar por 60 minutos a temperatura ambiente.

Una vez pasado el tiempo de polimerizacion, se monta la cimara de electroforesis.

Las camaras se llenaron con buffer TBE 1X, preparada a partir de la solucién stock

10X (apéndice 1).

. Se colocaron 3 puL de cada muestra desnaturalizada en los pozos del gel, y se aplico

una corriente de 190V por 18 horas para geles sin glicerol y de 22 horas para geles que

contenian glicerol.
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..........................................................

11. Al término de la electroforesis, se transfirio el gel a un papel filtro Whatman 3MM, el
cual se seco en un desecador (Gel Dryer GD2A, Labnet) por 60 minutos a 75°C.

12. Finalmente, el gel se coloc en un cassette con pantallas intensificadoras y se expuso a
una placa radiografica Kodak (14 x 17 pulgadas) durante 4-16 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo, se revelo la placa y se analizaron los resultados. Las

muestras que mostraron un cambio de corrimiento electroforético fueron secuenciadas.

SECUENCIACION

La técnica de Sanger utiliza la sintesis de ADN para generar fragmentos terminales en

puntos especificos a lo largo de una secuencia blanco (Sanger y col. 1977) (92).

El rompimiento de la secuencia de ADN va seguido de la introduccion de
dideoxinucleosidos trifosfatos (ddNTPs), analogos de nucledsidos, los cuales pueden ser
sustituidos por deoxinucledsidos en una posicion al azar durante la etapa de copiado de una
de las hebras del ADN, asi como también terminar la sintesis del ADN de manera
especifica. Utilizando los ddNTPs correspondientes a las bases nucleotidicas por separado
en reacciones de sintesis, se pueden generar cuatro poblaciones de oligonucleétidos, que
determinan cada posicion en la hebra del ADN. Las bandas de ADN, por tanto pueden ser
corridas en un gel por medio de una electroforesis, y la secuencia ser deducida a partir del

orden de corrimiento de las bandas.

Purificacion de ADN

Metodologia

1. Se amplificaron las muestras de ADN por medio de un PCR, a continuacion se muestra

una tabla con los reactivos y cantidades agregadas.
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Solucién dNTP ImM
Buffer 10X 25uM
Oligo 5° 40uM
Oligo 3’ 40uM
DMSO 2.0uL
ADN gen6émico humano 1.0pg
ADN polimerasa termoestable 5.0U0
Agua dd 31.5puL

2.El ADN obtenido se purificé en columnas Centricon 30 (Amicon), para lo cual se coloco
la muestra en la columna y se llevé a 1mL.

3.Las muestras se centrifugaron a 7 S00 rpm (rotor Sorvall RC-5B) durante 30 min a 4°C.

4.Se agrego 1 mL de agua dd a la columna y se centrifugo en las mismas condiciones.

5.La columna se invirti6 sobre un tubo conico y se centrifugo a 4 000 rpm durante cinco
minutos.

6.El producto obtenido se cuantificé espectrofotométricamente, y se corrié una alicuota de

5 uL en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio.

Secuenciacion

Metodologia

1.Para llevar a cabo la secuenciacion se utilizdO el estuche de secuenciacién de

Termosecuenasa (a-"P) de Amersham. En cada tubo de reaccion se colocaron los

siguientes reactivos:
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Didesoxinucledtidos marcados reactivamente (ot-

3p) (ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP a 0.225uCi e
ADN purificado 3.0 fmol
Termosecuenasa ADN polimerasa 8U

Buffer reactivo 25 uM
DITP Master Mix 7.5 uyM
Oligonucledtido cebador L 20 yM
Agua dd 12.2 uLL

2.En la siguiente tabla se muestra las temperaturas y tiempo a las que fueron sometidas

las reacciones.

Paso Tiempo | Temperatura
1 30s 95°C
2 30s 60°C
3 1 min 72°C

Nota: En cada ciclo se repiten estos tres pasos.
El niimero de ciclos es de 35.

3. Al finalizar las reacciones, se adicionaron a cada tubo 4 uL de solucion stop (apéndice
1) para detener la reaccion.

4.Las muestras se desnaturalizaron a 70°C durante cinco minutos.

5.Se prepararon geles de acrilamida-urea y se dejaron polimerizar por 60 min (la

preparacion de los geles se encuentra en el apéndice)

6.Los geles se montaron en las camaras de electroforesis, utilizandose buffer TTE
(apéndice 1) para correrlos, precalentando las camaras a 1 800V, hasta llegar a 50°C.
7.Se tomaron 3 pL de cada muestra y se depositaron en cada pozo de los geles. Se corrio

la electroforesis a 1 800V por hora y media en cada corrida, realizandose dos corridas.

8.Los geles se transfirieron a papel Whatman 3MM, y se secaron durante 60 min a 75°C.
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9.Los geles adheridos al papel se expusieron a placas de rayos X en cartuchos con
pantallas intensificadoras. Se dejaron a temperatura ambiente de 12-16 horas y se

revelaron las placas.

10.Se leyeron las secuencias del exon y se compararon con la secuencia reportada en el

banco de genes, reportada por Furuta y col. (82).

ANALISIS ESTADISTICO

A los resultados obtenidos de las pruebas bioquimicas se les realizo el analisis de t de

student, considerandose un valor de p menor o igual a 0.05 significativo.

=] «
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VI. RESULTADOS

A cada uno de los sujetos controles se les tom6 la medida de cintura y cadera (indice
cintura/cadera), ya que segun literatura reportada, podria existir una tendencia en la
aparicion de diabetes tipo 2 en sujetos obesos, dependiendo de este indice. También se
calculo el IMC para cada sujeto, a partir de su peso y su estatura. A continuacion se

presenta la tabla con los resultados para cada control.

Tabla 5. Datos de sujetos control.

Caracteristica X+S8D su,Iii‘t]t-lsd:N)
Edad (afios) 59.9 +10.05 20
Peso (Kg) 62.20 +7.74 20
Talla (m) 1.592 +0.07 20
IMC (Kg/cm?) 24.53 +2.46 20
ICC 0.859+ 0.06 20

Abreviaciones: IMC, indice de masa corporal; ICC, indice cintura cadera.

Posterior a esto a todos los sujetos control se les realizaron las pruebas bioquimicas, en

la siguiente tabla se muestran los resultados.

Tabla 6. Perfil bioquimico de los sujetos control

Prueba Bioquimica X+SD S“i‘:;::m ]‘-"::il‘:::::::
Glucosa (mg/dL) 85.84 £9.58 20 110-65 (mg/dL)
Colesterol (mg/dL) 169.18 +31.00 20 140-200 (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL) 167.17 £ 66.23 20 50-200 (mg/dL)

En las figuras que se presentan a continuacion, se muestra una comparacion hecha con
los valores obtenidos de las pruebas bioquimicas para los controles, los valores de

referencia y los resultados de veinte diabéticos tomados al azar (los valores de referencia y
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de diabéticos fueron tomados del Hospital Juarez de México). Las figura 5, 6 y 7 muestran
las concentraciones para glucosa, colesterol y triglicéridos respectivamente, obtenidos en
los grupos evaluados, asi, como se puede observar, para los tres casos, la diferencia entre
los valores de los sujetos control y los valores de referencia no es significativa, mientras la

diferencia entre los valores de los sujetos control y los valores de diabéticos, la diferencia si

es significativa.

GLUCOSA

400 -

300

200

mg/dL

100 ~

Fig. 5. Grdfico con los valores de glucosa de controles, diabéticos y valores de

referencia. A los datos se les hizo una t de student, * p < (.05 Controles vs. Diabéticos.
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COLESTEROL
300 -
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mg/dL
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Controles Diabéticos

Fig. 6. Grdfico con los valores de colesterol de controles, diabéticos y valores de

referencia. A los datos se les hizo una t de student, * p < 0.05 Controles vs. Diabéticos.

TRIGLICERIDOS
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Fig. 7. Grafico con los valores de triglicéridos de controles, diabéticos y valores de

referencia. A los datos se les hizo una t de student, * p < 0.05 Controles vs. Diabéticos.
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Respecto a las determinaciones hormonales a cada sujeto control se le determiné la

concentracion circulante de insulina y glucagon. Los resultados se muestran a continuacion.

Tabla 7. Perfil hormonal de los sujetos control

= No. de Valores de
+
Hormona XtSD Sujetos (N) Referencia
Insulina (pg/mL) 5.05 +3.37 20 3-6 (pg/mL)
Glucagon (pg/mL) 70.3 £ 23.81 20 59-177 (pg/mL)

EXTRACCION DE ADN

Al ADN extraido se le determin6 la pureza y la concentracion

espectrofotométricamente, dando los valores mostrados en la tabla que se presenta a

continuacion:

X +SD
Pureza 1.864 £0.09
Concentracion (ug/mL) 1.139£0.46

CUANTIFICACION DE OLIGONUCLEOTIDOS

Se comprobo la talla de los oligonucléotidos, mediante un PCR, los productos de la
reaccion se corrieron en un gel de agarosa al 1%, utilizando un marcador de 100 pb. La
figura 8 muestra un ejemplo tipo de la foto (el gel se observd por medio de luz UV) del
corrimiento electroforético de los productos del PCR al que se sometieron los
oligonucléotidos. En el carril 1y 2 se deposito el producto de la reaccion del exon 2-1 (483

pb), mientras que en el carril 3 y 4, el producto de la reaccion del exén 2-2 (464 pb) y,

finalmente en los carriles 5 y 6, se deposit6 el producto de la reaccion correspondiente al

exon 2-3 (447 pb).

-
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464 pb

487 pb
447 pb

Fig. 8. PCR para probar la talla de los exones. La figura muestra en los carriles 1y 2 la talla
correspondiente al exon 2-1(487 pb), en los carriles 3 y 4 la talla correspondiente al exon 2-2 (404
pb); v por ultimo, en los carriles 5 y 6 la talla correspondiente al exon 2-3 (447 pb).

AMPLIFICACION DE MUESTRAS CONTROL

Se llevo a cabo la amplificaciéon de las muestras para cada exon, en la figura 9 se
observa un ejemplo tipo de una foto del corrimiento electroforético de los productos de la
reaccion del PCR para cada una de las muestras amplificadas (muestras C-6 a la C-20). Los

productos fueron corridos en un gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio.

g Co C7 C8 (9 C10 C11CI12C13C14C15 C16C17 C18 C19 C20

Fig. 9. Amplificacion del exon 2-2 para las muestras de los controles.

il
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ANALISIS POLIMORFICO CONFORMACIONAL DE CADENA
SIMPLE (SSCP)

Para cada exon se realizaron cuatro SSCPs, variando la concentracién de acrilamida del gel:
con 5.4% de acrilamida con y sin glicerol, y con 8.0% de acrilamida con y sin glicerol. Los
geles que no contenian glicerol corrieron por 18 h a 200V, mientras que los que contenian

glicerol corrieron por 22 h a 200V.

Para el exon 2-1 se observan (Fig. 10 panel A) claramente dos patrones de migracion
diferentes, éstos se encuentran indicados por las flechas; asi, en el carril correspondiente a
la muestra del control C11 se observan tres bandas, mientras que en el correspondiente al
control C10 s6lo se observan dos bandas. En el panel B también se observan dos patrones
de migracién, presentandose dos y tres bandas, las flechas indican los dos patrones
presentes. En el panel C y D no se observan cambios, es decir, todas las muestras tienen el

mismo patrén de migracion.

Con respecto al exdn 2-2 en la figura 11 se muestran las placas de las SSCPs realizadas.
Los carriles indicados por las flechas (panel A y C) correspondientes a la muestra C3,
muestran un patrén de migracion diferente, indicando con ello un cambio en una base. No

obstante, en los paneles B y D las muestras presentan el mismo corrimiento electroforético.

La figura 12 muestra los resultados de las SSCPs obtenidas para el exon 2-3, presentandose
un patrén de migracion diferente en el carril correspondiente a la muestra C17 (panel A y
B) indicado por la flecha (la segunda banda es mas ancha que las demas). Las SSCPs
realizadas en un gel al 8.0% de acrilamida con y sin glicerol no mostraron cambios en el

patrén de migracion (paneles C y D).

-48 -



Resultados

SSCP, Ex6n 2-1

5.4% con glicerol A

L = 5

i i 4 -

Ct C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C2 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19

5.4% sin glicerol B

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15C16

8.0% con glicerol C

i =

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11C12 C13 C14 C15C16 C17 C18 C19

8.0% sin glicerol D

E

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19

Fig. 10. Andlisis SSCP del ADN de los controles correspondiente al exon 2-1 del gen NeuroDl1. En
la figura se muestran las SSCPs obtenidas: (A) 5.4% con glicerol. (B) 5.4% sin glicerol. (C) 8.0%
con glicerol. (D) 8.0% sin glicerol. Las flechas indican los diferentes patrones de migracion.
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SSCP, Ex6n 2-2

C6 C7 C8 C9 C10C11 C12 C13C14C15 C16 C17 C18 C19 C20 C1 C2 C3 C4 C5

5.4% sin glicerol B

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C

9 C10 C11 C12

8.0% sin glicerol D

C6 C7 C8 C9 C10C11C12 C13C14 C15C16C17 C18 C19 C20 C1 C2 C3 C4 C5

Fig. 11. Andlisis SSCP del ADN de los controles correspondiente al exdn 2-2 del gen NeuroDl1. En
la figura se muestran las SSCPs obtenidas: (4) 5.4% con glicerol. (B) 5.4% sin glicerol. (C) 8.0%
con glicerol. (D) 8.0% sin glicerol. Las flechas indican el patrén de migracion diferente.
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SSCP, Exén 2-3

5.4% con glicerol : A

i3 asaaaaas RRRRR

= o

- o

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C17 C18 C19 C20 c13

5.4% sin glicerol B

000 \Q‘- e o %}\ s

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C17 C18 C19 C20

8.0% con glicerol C
i R HQ'_ = ; 3 : : R 5 i :
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e o o =

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15C17 C18 C19 C20

8.0% sin glicerol D

S

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 Ci3 C14 C15 C17 C18 C19 C20

Fig. 12. Andlisis SSCP del ADN de los controles correspondiente al exoén 2-3 del gen NeuroDl. .
En la figura se muestran las SSCPs obtenidas: (A) 5.4% con glicerol. (B) 5.4% sin glicerol. (C)
8.0% con glicerol. (D) 8.0% sin glicerol. Las flechas sefialan el patrén de migracion diferente.
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SECUENCIACION

De acuerdo a los resultados de las SSCPs se seleccionaron aquellas muestras que
presentaran un patrén de migracién diferente para secuenciarlas y con ello determinar el
cambio de base en dichas muestras. En la figura 13 se observa la secuenciaciéon manual,
para las muestras C10 y C11 (exén 2-1), C3 (exén 2-2) y por ultimo C17 (exén 2-3).
Asimismo se corroboraron los resultados obtenidos por medio de una secuenciacién
automatizada (figuras 14, 15, 16 y 17), en las cuales se muestra el cambio de base por
medio de una N de color rojo encerrada en un rectangulo.

La secuencia obtenida para la muestra C10 (Fig. 14) corresponde a la secuencia listada
en el Banco de Genes con nimero de acceso AF045152, por lo que se puede observar
claramente al compararse con la obtenida para la muestra C11 (Fig. 15) el cambio de base
en ésta ultima de una guanina por una adenina en el codon 45.

En el caso de la muestra C3, la secuencia obtenida se compard con la secuencia listada
en el Banco de Genes con nimero de acceso AF045152, encontrandose el cambio de una
guanina por una adenina en el codén 119, que corresponde al exén 2-2 (Fig. 16).

Por ultimo, con respecto a la muestra C17, al compararse la secuencia obtenida con la
reportada (ésta listada en el Banco de Genes con niimero de acceso AF045152), se observo

un cambio de una citosina por una guanina en el codon 350 correspondiente al exén 2-3.

.
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Fig. 13. Secuenciacion manual del gen NeuroDIl/BETA2.
Secuenciacion de las muestras que presentaron un cambio
electroforético en las SSCPs. El gel al 6% de poliacrilamida se
corrié por 3 h a 1800V. Las muestras de los controles 10 y 11,
corresponden al exon 2-1 del gen NeuroD1/BETA2. Los controles

C-3 y C-17, corresponden a los exones 2-2 y 2-3 respectivamente.
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Fig. 14. Secuenciacion automatizada de la muestra C10 correspondiente al exon 2-1 del gen NeuroD1/BETAZ2.
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Como se sabe, la diabetes mellitus es un problema grave de salud publica, las
estadisticas lo muestran, pues las cifras de personas enfermas se incrementa dia con dia
(50). Esto podria deberse principalmente a que el diagndstico no se realiza de la manera
adecuada, debido a que individuos que se encuentran en la etapa inicial de la diabetes
mellitus tipo 2 MODY, presentan niveles de glucosa ligeramente altos, pero no lo suficiente
como para presentar sintomas clinicos, como consecuencia transcurre un periodo de tiempo
prolongado antes de que se diagnostique la enfermedad (51). A esto se le suma la aparicion
de diabetes a edades cada vez mas tempranas y los factores genéticos predisponentes, éstos
ultimos de gran importancia, pues se sabe que se encuentran directamente relacionados con
la aparicion de la diabetes mellitus tipo 2. Es por estas razones, que en el presente trabajo se
incursioné en el area molecular de la diabetes, pretendiendo con ello, sentar las bases
moleculares de dicha enfermedad, esperando lograr una mejor comprension de los
mecanismos de la misma, que ayudara a proponer tratamientos alternativos y de

prevencion.

Asi, como se menciond anteriormente, lo primero que se realizo fue la recoleccion de
muestras sanguineas de sujetos que cumplian con ciertas caracteristicas. El primer criterio
de exclusion tomado en cuenta, fue la edad pues sélo se incluyeron en el proyecto personas
mayores de 50 afios. En la tabla 5, se muestra que la edad promedio de los individuos fue
de 59.9 £ 10.05 afios, garantizando con ello que los sujetos no presentaron diabetes mellitus
tipo 2 MODY, ya que como sabemos, la edad de aparicion de este tipo de diabetes es
generalmente alrededor de los 25 afios o menos (60). El segundo criterio de exclusion fue el
IMC, los sujetos con un IMC por arriba de 28 Kg/m® no fueron tomados en cuenta, asi, se
obtuvo un valor promedio de 24.53 + 2.46 Kg/m>. El IMC tiene un papel importante, ya
que aquellos individuos con un IMC mayor a 30 Kg/m’, presentan obesidad, factor que
influye en la manifestacion de la diabetes mellitus y que ademas ocasiona resistencia a la
insulina (93), lo cual interferiria con el estudio. El tercer criterio de exclusion, y
probablemente el de mayor importancia, fue la herencia familiar, excluyéndose aquellos

sujetos que tuvieran padres y abuelos que presentaran diabetes mellitus, pues una de las

caracteristicas principales del tipo MODY es que tiene un caracter hereditario autosomico
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dominante (60). Cabe mencionar, que a los sujetos control también se les tomaron medidas

de cintura y cadera, con las cuales se calcul6 el indice cintura-cadera (ICC), pues en

estudios recientes, este indice se ha asociado con la aparicion de diabetes mellitus tipo 2,
especificamente, se ha encontrado que personas con familiares que padecen este tipo de
diabetes tienen un ICC mayor, comparado con aquellos sujetos que no tienen familiares que
padezcan diabetes mellitus tipo 2 (ICC>0.9) (94). Para este caso el promedio de ICC
registrado fue de 0.859 £+ 0.06.

Asimismo para descartar cualquier tipo de desvio en los resultados, a los sujetos control
se les realizaron pruebas bioquimicas y hormonales. Con respecto a las pruebas
bioquimicas, no se encontraron diferencias significativas entre los valores obtenidos para
los controles y los valores de referencia registrados en el hospital. Esto se observa
claramente en las figuras 5, 6 y 7, las cuales muestran una comparacion entre los valores
registrados de diabéticos, los valores de referencia y los valores obtenidos para los sujetos
control. Asi, se puede observar que la dispersion de los valores de las pruebas de glucosa y
colesterol para los sujetos control es menor que la obtenida para los valores de referencia,
lo cual se explica debido a que los sujetos control fueron seleccionados bajo criterios mas
especificos (edad, IMC, ICC). No obstante, es necesario hacer notar que entre los valores
de los sujetos control y los valores de diabéticos existe una diferencia significativa, lo que
se hace evidente en las graficas mostradas en las figuras. En cuanto a las pruebas
hormonales, en ambos casos se puede observar que el promedio de los valores obtenidos
para los sujetos control, se encontr6 dentro del intervalo de valores de referencia, lo que
concuerda con los valores obtenidos para glucosa, pues una alteracion en cualquiera de las
dos hormonas, daria como consecuencia una variacion en dichos valores.

Una vez que se hizo la seleccion de los sujetos control, se llevaron a cabo los PCRs,
correspondientes a cada exon. Posteriormente, se realizo el analisis polimorfico
conformacional de cadena simple (SSCP) seguido de una secuenciacion, con la finalidad de
identificar los polimorfismos presentes en las muestras. La ventaja de estas técnicas es que
se pueden identificar polimorfismos y mutaciones puntuales en una variedad de posiciones
en fragmentos de ADN (91). Asimismo, la importancia de realizar este experimento radica
en el hecho de que los polimorfismos diferencian a un individuo de otro, pues todos

tenemos el mismo material genético que codifica para proteinas que llevan a cabo las
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mismas funciones en todos los individuos, no obstante esos cambios en una sola base

denominados SNPs, son los que nos dan individualidad. De esta manera, los resultados
obtenidos de la SSCP se muestran en la figuras 10, 11 y 12, mostrandose en el exén 2-1,
dos tipos diferentes de patrones de migracion, asi en uno de ellos se observan dos bandas,
mientras que en el otro se observan tres bandas. Ya que aproximadamente en la mitad de
los sujetos control se presenté el mismo patron de migracion, esta variante es de alta
prevalencia. En el caso de los exones 2-2 y 2-3, se diferenciaron dos patrones de migracion,
al igual que en el caso anterior (Fig. 11 y 12), sin embargo, el patron de migracion diferente
solo se observd en una muestra, a diferencia del exon 2-1, por lo que se infiere que éste
ultimo tienen una baja prevalencia.

Una vez identificadas las muestras con patréon de migracion diferente mediante SSCP,
éstas se secuenciaron, para determinar qué base correspondia a cada patron de migracion.
Asi, para la muestra correspondiente al control C11 del exén 2-1, se encontr6 un cambio de
una guanina por una adenina en el codon 45, hecho que se corroboré con los resultados de
la secuenciacion automatizada. Dicho cambio se puede observar en la figura 15, la cual, al
compararse con la secuencia de la figura 14, que corresponde a la secuencia reportada por
el Banco de Genes, hace evidente el polimorfismo encontrado A45T. De este modo, al
producirse el cambio de una alanina por una treonina, se altera la secuencia de
aminoacidos, sugiriendo con esto ademas, que puede existir una alteracion en la
conformacion de la proteina, debido a la sustituciéon de un aminoacido no polar (alanina)
por uno polar (treonina). Dado que los resultados se obtuvieron de sujetos sanos, se deduce
que el cambio A45T puede ser una variante que confiera susceptibilidad pero no una
mutacion verdadera como lo mencionan ciertos reportes (83, 86, 87, 90). Asi también,
debido a que este cambio fue reportado en otros paises como se menciono6 anteriormente, se
puede decir que la variante polimérfica A45T del gen NeuroD1/BETA2 tiene una amplia
distribucion entre las diferentes poblaciones.

Con respecto a la sustitucion de una guanina por una adenina, en el codéon 119, que
corresponde a la muestra C3 para el exon 2-2, ésta no produce algin cambio en la
secuencia de aminoacidos. En cuanto a la muestra C17, para el ex6n 2-3, se encontrd una
sustitucion de una citosina por una guanina, y al igual que en el caso anterior dicha

sustitucion no produjo alteraciones en la secuencia de aminoacidos.
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Finalmente, para poder definir si la variante polimérfica A45T presente en poblacion

mexicana se trata de un producto de migraciones poblacionales o si en realidad esta
ampliamente distribuida en el mundo, es necesario realizar otros estudios, que involucren a
comunidades indigenas mexicanas y a un mayor nimero de sujetos control, asi como

también realizar estudios con sujetos diabéticos.
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VIII. CONCLUSIONES

*En conclusion, se encontraron tres cambios, uno para cada exén. Dos de estas
variantes polimoérficas, no causaron alteracion en la secuencia de aminoacidos de la
proteina (exones 2-2 y 2-3). Mientras que el hallado en el exén 2-1, correspondiente
a la sustitucion de una guanina por una adenina en el codon 45, si ocasion6 una
alteracion en la secuencia de la proteina, ya que una alanina es sustituida por una
treonina.

eDado que los resultados fueron obtenidos en sujetos control, el cambio A45T
corresponde a un polimorfismo que puede o no conferir susceptibilidad. Asimismo,
el haber encontrado esta variacion aproximadamente en la mitad de la poblacion
analizada indica que se trata de una variante polimorfica de alta prevalencia.
Adicionalmente, al haberse reportado en diversos paises, se puede decir que se trata

de una variante polimorfica ampliamente distribuida en el mundo.

e
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Apéndice 1

Extraccion de ADN

Etanol al 100%

Sacarosa Triton 2X

Sacarosa (Gibco BRL) 219g 0.64 M
Tris-base (USB) 242 ¢ 0.02M
MgCl, (Sigma) 203g 0.01 M
Tritén 100X (Sigma) 10 mL

Llevar a 1L, pH 7.6, filtrar con membrana y almacenar a 4°C.

Buffer de Lisis Nuclear

Tris-base (Sigma) 1.21g 10 mM
NaCl (Baker) 23.40 g 400 mM
Na,EDTA (Promega) 0.75g 2mM

Llevar a 500 mL y esterilizar, almacenar a temperatura ambiente.

Buffer TE
TrisCl (Gibco BRL) 1 mL 10 mM, pH 8.0
EDTA (Gibco BRL) 200 uL 0.5 M, pH 8.0

Aforar a 100mL.

Cloruro de Sodio saturado
Disolver 35 g de cloruro de sodio en 100 mL de agua bidestilada. Solubilizar lo mas

posible, quedando una capa de al fondo. Almacenar a temperatura ambiente.

Proteinasa K
Se disuelve la cantidad de proteinasa K necesaria para obtener una concentracién final de

50 mg/10 mL.

SDS al 20%
SDS (Sigma) 20g

Disolver en 100 mL de agua bidestilada, almacenar a temperatura ambiente.
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Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Soluciones y Buffers
Buffer 10X
Solucion ANTP (20 mM), la cual contiene los cuatro dNTPs (pH 8.0)

Enzimas

DNA polimerasa termoestable (Taq ADN polimerasa)

Geles
Gel de agarosa

Acidos Nucleicos y Oligonucledtidos
ADN gendmico humano (disuelto en solucién TE a 10 pg/mL, pH 7.6)
Primers (direccion 5’—3’ y 3°—>5’) a 20 uM cada uno, en solucion TE (pH 7.6)

Equipo especial

Termociclador

Solucion dNTP
En un tubo eppendorf colocar 25 pL. de cada uno de los dNTPs (dCTP, dATP, dTTP y

dGTP), aforar a 400 puL. Almacenar a —20°C.

Analisis Polimérfico Conformacional de Cadena Simple (SSCP)

Soluciones y Buffers
Buffer para electroforesis TBE 10X
Solucion dNTP (grado PCR), la cual contiene los cuatro dNTPs, cada uno a una

concentracion de 1 mM (pH 7.0)

Geles

Acrilamida: Bisacrilamida (29: 1% w/v)

o
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Persulfato de Amonio (10% w/v) (USB)
Glicerol (Gibco BRL)
TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina)

Compuestos Radioactivos

[a-**P] dCTP (3000 Ci/mmol, 10 mCi/mL)

Equipo especial

Camaras de electroforesis
Termociclador

Secador de geles

Papel filtro Whatman 3MM

Buffer TBE 10X

Tris Base 108 g
Acido Bérico (Gibco BRL) 55¢g
EDTA 0.5M (pH 8.0) 40 mL

Aforar a 1000 mL y flitrar. Almacenar a temperatura ambiente.

Acrilamida al 30%

Acrilamida (Gibco BRL) 29¢g

Bisacrilamida (Sigma) lg

Agua 100 mL

Calentar a 37°C para disolver y filtrar. Almacenar a temperatura ambiente (dura maximo
tres meses).

Solucion dNTP

En un tubo eppendorf colocar 25 pL. de dATP, dTTP y dGTP, y 12.5 pL de dCTP, aforar a
400 pL. Almacenar a —20°C.

Solucion de carga para SSCP (para 10 mL)
Azul de bromofenol 0.25% (Golden-Bell) 25 mg
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Cianol-Xileno 0.25% (E. L.)

Ficol 400 000 15%

25 mg
1.5g

Aforar a 10 mL con agua dd. Filtrar con flitro de 0.45 pm y hacer alicuotas.

Tabla 8. Reactivos y cantidades necesarias para preparar el gel de acrilamida: bisalcrilamida

(29:1% w/v)deseado.

Reactivo Gelal 54% Gelal 8.0% Gelal54% Gel al 8.0%
con glicerol con glicerol  sin glicerol  sin glicerol
Agua dd 51.3mL 42.6 mL 61.3 mL 52.6 mL
Glicerol 10.0 mL 10.0 mL Mgy Rsesssa
TBE 5X 20.0 mL 20.0 mL 20.0 mL 20.0 mL
Acrilamida/Bisacrilamida 18.0mL 26.7 mL 18.0 mL 26.7 mL
Persulfato de amonio 0.7 mL 0.7 mL 0.7 mL 0.7 mL
TEMED 35uL 35 uL 35uL 35uL

Nota: antes de agregar el persulfato de amonio y el TEMED, la solucién se tiene que mezclar

perfectamente y desgasificar (al vacio) por cinco minutos.

Secuenciacion

Solucion TTE
Tris Base

Taurina (Sigma)
Na,EDTA-2H,0

108 g
36g

2g

Llevar a 1 L con agua dd y esterilizar por filtracion o autoclave.

Gel de acrilamida al 6% para secuenciacion

Acrilamida
Bis-Acril

Urea (Gibco BRL)
TTE 10X

Agua dd

57¢g
03g
42¢g
10 mL
45 mL
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Para 600 mL, se adicionan 600 pL de PSA al 10% y 15 pL deTEMED.

Solucion Stop

Formamida 95%
EDTA 20 mM
Azul de bromofenol 0.05%
Cianol-Xileno 0.02%
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION.
EVALUACION DEL POLIMORFISMO DEL GEN NEURO D1 EN

POBLACION MEXICANA.

Meéxico, D. F.

A quien corresponda:

Yo, el/ la abajo suscrito/ a

de afios de edad, en forma libre y voluntaria acepto participar en el estudio

“Evaluacion de Polimorfismo en el gen Neuro D1 en Poblacién Mexicana” que se llevara a

cabo en el Hospital Juirez de México y la Facultad de Quimica de la UNAM, y cuyo

objetivo es identificar el polimorfismo del gen de Neuro D1 en Poblacion Mexicana.

Se me ha informado la importancia del estudio, los motivos, duracion y forma en que se
llevara a cabo, asi como la manera y condiciones en las que se tomara la muestra de sangre,
dandome la oportunidad para hacer preguntas sobre el mismo y estando satisfecho(a) de la

informacion y respuestas recibidas.

Firma del Control

Nombre y firma del Testigo:

Direccion:

Nombre y firma del Testigo:

Direccion:

Firma del Investigador:




EVALUACION DEL POLIMORFISMO DEL GEN NEURO D1 EN
POBLACION MEXICANA.

Cuestionario
PROPOSITO:
Datos Personales:

Nombre;

Edad: afios Sexo; Ocupacion:

Origen étnico:

Direccion:

Teléfono particular:

Datos de Laboratorio:

Gluc (ayuno) mg/dl Col. mg/dl  Creat mg/dl

Datos adicionales:

Peso actual: Kg Talla: Estatura:
MC___ Indice Cintura-Cadera:
Observaciones
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