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RESUMEN

La diabetes meflitus es un sindrome caracterizado por una alteracion en el
metabolismo de carbohidratos, que conduce al estado de hiperglucemia, la cual
incrementa el riesgo de aterosclerosis y desarrollc de complicaciones
microvasculares y neurclogicas especificas. Es el desorden metabdlico mas
ampliamente distribuido en el mundo, presentandose con una incidencia promedio
del 5% en la mayoria de paises. Sin embargo en México esta incidencia es mayor
que el promedio mundial, llegando a un 10.9% y presentandose cada dia a menor
edad, actualmente un alto porcentaje de pacientes fluctla entre los 20-40afos de
edad, a esta diabetes se le denomina de aparicion temprana. El gen Nkx2.2 es un
gen que pertenece a la familia Nk2 y es un factor que contiene un homeodominio.
Los miembros de esta familia de factores de transcripcion han sido nombrados
como elementos clave que regulan la organogénesis de muchos sistemas. Este gen
es requerido para la diferenciacion final de las células beta y para la produccion de
insulina, es expresado en los precursores de las células del islote durante el
desarrollo pancreatico y persiste en celulas maduras incluyendo a todas las células
beta. En este estudio se examino al gen Nkx2.2 en 20 sujetos (40 alelos), sanos de
la ciudad de Meéxico, con una edad mayor a 50 anos que no tuvieran en al menos 3
generaciones diabetes meflitus. El analisis de las variaciones polimadrficas, fue en
los 2 exones, se disefaron los oligonucledtidos correspondientes a cada exdn,
amplificando por PCR, posteriormente se realizd SSCP y secuenciacion, revelando
dos posibles variaciones heterocigotas, una en el exdn 1 la L32P, y la otra en el
exon 2-1 G131R.

Los resultados nos muestran dos variantes en el gen Nkx2.2 en personas sanas de
la cudad de México.



1. INTRODUCCION

Durante los ultimos afos se ha demostrado como los factores de
transcripcidn estan involucrados en el desarrollo de crganos, tales como el
pancreas, mostrandonos como un cambio en la secuencia del ADN de dichos
factores de transcripcion trae como consecuencia una alteracion en la expresion y
funcionamiento de las células del pancreas. Esto conlleva a una variacion en el
metabolismo de carbohidratos, dando como resultado la aparicion de la Diabetes
meffitus, Debido a esta perturbacion del metabolismo, en el presente trabajo se
realizd el estudio molecular del gen Nkx2.2, uno de los factores de transcripcion
involucrado en la embriogénesis del pancreas.

1.1  FACTORES DE TRANSCRIPCION

En las Ultimas décadas se ha generado un abundante conocimiento
relacionado con la regulacion transcripcional tejido-especifica de los genes, Dicha
regulacion genética esta mediada a través de interacciones entre secuencias
reguladoras especificas en el ADN (&cido desoxirribonucleico) y factores
transcripcionales especificos de un tejido o de una etapa, del desarrollo, en el cual
debe de expresarse un gen (1,2).

Los factores de transcripcion son proteinas que reconocen e interactdan con
secuencias concretas del DNA, regulando la expresion génica. Estos factores
también son llamados “factores frans” ya que sus genes estan en posicion alejada
vy no relacionada con la regidn regulada, a la cual se unen mediante numerosos
contactos de tipo idnico, hidrofdbico y enlaces de hidrogeno. Aungue todos ellos
individualmente son enlaces deébiles, juntos dan una interaccion especifica y muy
fuerte entre las proteinas y el ADN (3).

Como elementos basicos de regulacion se han definide los promotores que
representan regiones en el ADN cercanas al sitio de inicio de la transcripcion de un
gen, donde la accion coordinada de mdultiples factores proteicos colabora para
reclutar a las diferentes ARN polimerasas, formando el complejo de iniciacién vy,



asi, transcribir un gen. En los organismos eucariontes existen tres tipos de ARN
polimerasas. En particular, la ARN polimerasa 11 es la responsable de la
transcripcion de la mayoria de los genes que codifican para proteinas (4).

Por otra parte, ademas de los promotores existen otros elementos dentro
del ADN gque tienen capacidad de modular la actividad transcripcional de un gen.
Estos elementos son capaces de modular positiva o negativamente la accion de un
promotor y, consecuentemente regular la tasa de expresion de un gen. Estos
elementos han sido denominados estimuladores (enhancers) y sllenciadores
(silencers), siendo los primeros fomentadores de la transcripcidn, mientras que los
segundos abaten la expresion de un gen (5).

En diversos sistemas genéticos se han identificado regiones de regulacion a
distancia. El mas estudiado es el de los genes de la globina en humano, en el
cual, un grupo de genes se expresan en tiempo y espacio por elementos de
regulacion situados a gran distancia. De los elementos de regulacion a distancia,
se propone que los sitios de hipersensibilidad que pueden tener funciones
reguladoras tipo estimulador o silenciador ejercen su accion sobre el promotor del
gen a regular mediante la formacidn de asas cromatinianas, es decir, mediante la
generacion de estructuras tridimensionales que acercan estos elementos de
regulacion localizados a distancia con los promotores individuales, y mediante una
combinacion de factores de transcripcion, se pueda regular de manera especifica la
expresion de un gen en cuestion, Por lo tanto, la estructuracion del DNA en
cromatina puede daramente ser considerada como un mecanismo fino de
regulacion, previo al proceso transcripcional, ¥ que debe desempenar un papel
particular en la especificidad de expresion de un gen (6,7).

1.1.1. MOTIVOS ESTRUCTURALES DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION

Las comparaciones entre las secuencias de muchos factores de transcripcion
sugieren que se pueden encontrar tipos comunes de motivos responsables de la
unién al ADN. Los motivos suelen ser generalmente bastante cortos y comprenden
solamente una pequefia parte de la estructura proteinica. Los motivos han sido



también identificados como responsables de la activacion de la transcripcion, a
través de su interaccion con proteinas del aparato de transcripcion (8).

Los dominios o motivos de union al DNA de los factores transcripcionales
mas frecuentes son:

a) Hélice-giro-helice (HLH)
Esta regidn consiste en 2 hélices alfa separadas por una vuelta no helicoidal.
Interviene en la dimerizacion proteica con formacion de homodimeros y de
heterodimeros, También facilita la union de la regidn vecina formada por
aminoacidos basicos cargados positivamente a sitios especificos de secuencias
regula doras en el ADN (9).

b) Heélice-bucle-hélice (HTH)
Se ha sefialado que estos motivos estan formados por una hélice alfa seguida de
una vuelta de tipo beta y después otra hélice alfa que constituyen un sitio de unién
al ADN mediante el contacto de una o mas helices con sitios especificos existentes
en la molécula de ADN al nivel de la hendidura mayor o menor (10).

c) Cremallera de leucina
Existe en una familia de proteinas que se une al ADN después de la formacion de
dimeros. La estructura en el polipéptido esta constituida por una larga hélice alfa
en la que aparece una leucina cada 7 aminoacidos. Esto da lugar a la existencia de
una formacion periodica de leucinas situadas a lo largo de una misma zona de la
hélice alfa de la proteina que lleva a la formacion de proyecciones laterales que
pueden unirse con una estructura similar en otro polipéptido, union que se ha
comparado con la cremallera de un zipper, v que produce la formacion estable de
homo dimeros y heterodimeros (11).

d) Dedo de Zinc
Esta estructura esta constituida por la union de una molécula de zinc con 2 pares
de cisteinas o con la combinacion de un par de cisteinas con un par de histidinas,
lo que da lugar a una figura que sobresale en la superficie de la proteina con la
forma de un dedo (12).



e) Homeodominio
Esta region consiste en 3 hélices alfas contiguas con la estructura HTH, una

de las cuales interactiia con el ADN en miltiples sitios (Figura 1). En muchos de
estos factores las secuencias contiguas al homeodominio tienen funciones regula

doras de la activacion génica, ya que modulan su afinidad por la union al ADN y su
especificidad por secuencias de bases especificas (13).

Figura 1, Motive Homeodominio.

1.1.2. PAPEL DE LOS FACTORES DE TRANSCRIPCION EN LA
EMBRIOGENESIS DEL PANCREAS

Los factores de transcripcion organizan un complejo de rutas de crecimiento
y diferenciacion celular mediante la regulacién de la tasa de transcripcidn de un
conjunto de genes. Los estudios bioguimicos y genéticos han empezado a revelar
la compleja cascada de factores que controla la proliferacion y diferenciacion de

células en el desarrollo del pancreas (14).
El pancreas de los mamiferos inicia su desarrollo como brotes dorsal y

ventral que emana de la capa endodérmica embrionaria, que es destinada a
formar el intesting. En humano al dia 22 es formado el intestino primitivo como un
saco de yema dorsal, dentro de pocos dias el tubo del intestino inicia la formacion
del pancreas, a la semana 12 se empiezan a desarrollar las células epiteliales



formando asi el pancreas (15). En el ratdn, esto sucede a la mitad de la gestacian,
en el dia 9.5. Una vez formados, los dos brotes rotan y se fusionan, formando el
grgano sencillo visto en mamiferos adultos. A nivel celular, entre el punto medio y
el final de la gestacion (del dia 9.5 hasta aprox. el dia 18.5), hay una proliferacicn
y diferenciacion celular rdpida dentro de los componentes exdcrinos (secrecion de
enzimas hidroliticas) y endocrinos (secrecion de hormonas). La masa celular
endocrina se incrementa agudamente al dia 13.5 y, para el final de la gestacicon, es
claramente divida en las celulas «, P, & (secretando glucagon, insulina,
somatostatina respectivamente) y polipéptido pancreatico (16).

En el pancreas maduro estas células ocurren en grupos circunscritos que
comprenden los islotes de Langerhans. Muchos factores de transcripcion dentro del
desarrollo del pancreas desarrollan este proceso de diferenciacion celular. En
adicién a sefales transcripcionales gue son intrinsecas al desarrollo pancreatico,
sefiales del tejido conectivo embrionario que rodean al mesénquimo son necesarios
para asegurar que ocurra una diferenciacion especifica para cada tipo de células
(17,18). Recientemente se han identificado un grupo de factores de transcripcion
entre los que se incluyen Pdx1, Isl-1, Paxd4, Paxb, NeuroD1, Nkx2.2 Nkx6.1 y
Hixb9, los cuales regulan el desarrollo de las células del islotes en diferentes
estados, pero el mecanismo molecular que controla la diferenciacion de las células
pancreaticas endocrinas es desconocido (19).

El gen Nkx2.2 muestra una diferenciacion apropiada del tejido exocrino y
del tejido endocrino, sin embargo el desarrollo del pancreas solo involucra
interacciones entre el epitelio pancreatico y el mesenquimo (20). Los factores de
transcripcion involucrados en la embriogénesis del pancreas se muestran en la
Figura 2.
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FIGURA 2. Factores de Transcripcion implicados en la embriogénesis

del pancreas de raton (2).

El pancreas es el organo encargado de secretar la insulina y el glucagon,
hormonas que regulan la homeostasis de la glucosa en sangre y por tanto el

metabolismo de carbohidratos.

1.2. METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

El mantenimiento de los niveles normales de glucosa en sangre es, una
tarea primordial del organismo, por lo que diversos mecanismos han evolucionado
con esta finalidad. Entre los reguladores mas importantes se hallan las hormonas
insulina, glucagén y adrenalina. Los ajustes constantes que mantienen de forma
precisa los niveles de glucosa en sangre, son el resultado de la combinacion de la

insulina, glucagon y la adrenalina en los procesos metabolicos que tienen lugar en



muchos tejidos corporales, pero especialmente en el higado, musculo y tejido
adiposo. La insulina indica a estos tejidos que la concentracion de glucosa en
sangre esta elevada, como consecuencia, el exceso de glucosa en la sangre es
captado por las células y se transforma en los compuestos de almacenamiento
glicgeno y triacilgliceroles, mediante las vias involucradas en la sintesis y

degradacion de glucosa (21) (Figura 3).
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Figura 3. Vias metabdlicas implicadas en la sintesis y degradacion de glucosa (21).

1.2.1. Aparato sensor de la glucosa.
La glucosa entra a la célula por medio del transportador de la glucosa Glut2,
la glucosa es fosforilada por la glucocinasa y convertida a piruvato por la glucdlisis.

El piruvato entra a al mitocondria y es el combustible del acido citrico, resultando

10



en la transferencia de equivalentes reductores a la cadena respiratoria, llevando a
una hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial y generando  ATP.
Subsecuentementa, los canales de la membrana celular son despolarizados,
cerrando los canales de potasio vy abriendo los canales de calcio, secretando
granulos de insulina (22).

1.2.2. Insulina

Hormona que se produce por las celulas b de los islotes de Langerhans en el
pancreas como respuesta directa de hiperglucemia. La célula del islote es
libremente permeable a la glucosa mediante el transportador de glucosa GLUT2 y
la glucosa se fosforila por la glucocinasa. Por tanto la concentracion de la glucosa
sanguinea determina el flujo a través de la glucolisis, del ciclo del acido citrico y de
la generacion de ATP (23).

Cuando la glucosa llega a la sangre desde el intestino, después de una
comida rica en carbohidratos, el aumento de glucosa en sangre provoca un
aumento de la secrecion de insulina y una disminucidn de la secrecion de
glucagon. La insulina estimula la captacion de glucosa por el tejido muscular,
donde la glucosa se convierte en glucosa 6-fosfato. La insulina también activa la
glucdgeno sintasa e inactiva la glucogeno fosforilasa, de manera que buena parte
de la glucosa 6-fosfato se canaliza hacia la formacion de glucégeno. Debido a la
captacion acelerada de la glucosa sanguinea, la concentracion de glucosa en
sangre disminuye hasta niveles normales, y la tasa de liberacion de insulina por el
pancreas disminuye, La insulina también estimula el almacenamiento del exceso de
combustibles en forma de grasa(24).

El receptor de insulina es requerido para mediar la accion de la insulina.
Este receptor es producto de una copia unica del gen localizado en el cromosoma
19 (banda citogenética 19pl13), es sintetizado inicialmente como un precursor
polipeptidico de cadena Unica. Este precursor sobrelleva un cdivaje post-
transcripcional hacia dos unidades separadas a y [, seguido de dimerizacion y
exportacion de la membrana plasmatica. El receptor también es glicosilado v
acilado en el camino hacia al membrana plasmatica (25).



El receptor maduro es un homeodominio compuesto por dos subunidades o
¥ B. La subunidad o« es completamente extracelular y contiene el dominio al
ligando localizado en el extremo amino-terminal de la proteina. La subunidad p
tiene un dominio extracalular unido por medio de puentes disulfuro e interacciones
no covalentes. La parte intracelular de la subunidad [ contiene un dominio
proteincinasa tirosina especifico. La ligadura de la insulina al dominio extracelular
causa una modificacion conformacional en el dominio intracelular de tal modo que
el receptor sobrelleva una autofosforilacion y puede ligar ATP (26).

1.2.3. Glucagon

Esta hormona se produce en las células o de los islotes de Langerhans
pancreaticos; su secrecion se estimula por la hipoglucemia(1). El glucagon provoca
un aumento en la concentracién de la glucosa en sangre por varias vias. Al igual
que la adrenalina, estimula la degradacion neta del glucdgeno hepatico al activar la
glucogeno fosforilasa e inactivar la glucdgeno sintasa; ambos efectos son el
resultado de la fosforilacion, inducida por cAMP de las enzimas regulables. No
obstante, inhibe la degradacion de la glucosa por la via glucolitica en el higado y
estimula |a sintesis de glucosa por la via gluconeogénica (22).

La principal enfermedad que se presenta, cuando existe una alteracion en el
metabolismo de carbohidratos es la Diabetes mealitus.

1.3. DIABETES MELLITUS

La diabetes rmeffitus es un sindrome caracterizado por una alteracion en el
metabolismo de carbohidratos, basicamente hiperglucemia, la cual incrementa el
riesgo de aterosclerosis y desarrollo de complicaciones microvasculares v
neurologicas especificas (27,28).

La diabetes meflitus es el desorden metabdlico mas ampliamente distribuido
en el mundo, presentandose con una incidencia promedio de 5% en la mayoria de
paises. Sin embargo en México esta incidencia es mayor que el promedio mundial,
llegando a un 10.9% y presentandose entre los 20-40anos de edad, lo que indica
que se trata de diabetes de aparicion temprana. Al momento no se han definido
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las razones por las que la prevalencia de este padecimiento en México es superior
al promedio mundial, sin embargo, varios factores como el estilo de vida, el medio
ambiente y la susceptibilidad de los genes podrian estar influenciando para que
esta prevalencia haya aumentado(29).
1.3.1. Clasificacion (30):

PRIMARIA:
1. Diabetes mellitus autoinmunitaria (tipo 1).

1.1. Diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID tipo 1, transitoria).

1.2. Diabetes mellitus insulinodependiente (DMID tipo 1).
2. Diabetes mellitus no autoinmunitaria (tipo 2):

2.1. Diabetes meliitus insulinodependiente (DMNID tipo 2, transitoria).

2.2, Diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID tipo 2)

2.3. Diabetes del adulto de aparicin en el joven (MODY) (Maturity Onset

Diabetes of the Young).

SECUNDARIA
Enfermedades pancreaticas
Alteraciones hormonales.
Inducida por farmacos o sustancias quimicas.

1
2
3
4, Por alteraciones en los receptores de insulina.
5. Asociadas a sindromes genéticos.
6. Otras causas.

1.3.2. DIABETES MELLITUS TIPO |

Esta condicionada por una destruccion progresiva de la célula | que conlleva
a un déficit absoluto de la secrecion de insulina. Este tipo de diabetes comprende
el 15% de los diabeticos(31).



Dentro de este tipo de diabetes existen dos subtipos. La primera es la no
insulinodependiente, la cual es muy rara ya que afecta a la poblacion no caucasica
{africana o asidtica). Presenta un importante componente hereditario y no se
asocia con los antigenos de histocompatibilidad (HLA) (32).

La segunda es la insulinodependiente, asociada a determinados antigenos
de histocompatibilidad (25), que intervienen en su patogenia mecanismos
autoinmunes humorales y celulares, Se han identificado marcadores de la lesion
autoinmune, como el ICA (Islet-Cell Autoantibodies), TIA (Insulin Autoantibodies),
anticuerpos anti-GAD (Glutamic Acid Descarboxylase) y anti tirosina-fosfatasa (IA-2
o ICA-512). Este tipo de diabetes es mas frecuente en nifios o adolescentes, pero
también pueden surgir en adultos o ancianos. En estos Gltimos se presenta un
curso evolutivo lento denominandose diabetes del tipo LADA (Latent Autoinmune
Diabetes in Adults), que raramente se acompana de obesidad y otras patologias
del sistema autoinmune (33,34,35).

1.3.3. DIABETES MELLITUS TIPO 2

La diabetes mellitus tipo 2 corresponde del 80-90% de todos los diabéticos
en la mayoria de los paises (36)

Presenta un mayor componentes hereditario que la diabetes tipo 1, muestra
un origen poligenico y multifactorial y aparece en la edad adulta. Se asocia con
frecuencia a obesidad, generalmente con distribucion visceral o abdominal de la
grasa corporal. Otros factores condicionantes de su aparicion son la edad,
inactividad fisica, hipertension arterial o diabetes gestacional previa, asi como
pertenecer a determinados grupos étnicos (indios pima e indigenas nauru) (37).

Los niveles de insulina en sangre pueden estar entre los rangos normales o
elevados. Pueden presentarse ocasionalmente cuadros de descompensacion
metabdlica en forma de situaciones hiperglicémicas hiperosmolares no cetdnicas
(33).



Dentro de la diabetes tipo 2 se encuentra el subtipo MODY (por sus siglas
en inglés “Maturiy Onset Diabetes of the Young”), es un grupo clinico heterogéneo
de desordenes caracterizado por diabetes mellitus no cetdnica, con una herencia
autosomica dominante, una aparicion antes de los 25 afios de edad y un defecto
primario en la funcion de las células beta del pancreas (38).

Los MODY resultan de mutaciones en uno de al menos 6 genes diferentes

que se muestra en la Tabla 1

Tabla 1. Clasificacion de la diabetes tipo2 subtipo MODY (32).

MODY GEN AFECTADO CROMOSOMA | CODIFICA PARA:
1 TCF14 20 FT HNF4o
2 GCK 7 Glucocinasa
3 TCF1 12 FT HNFla
4 IPF-1 13 FT IPF-1
5 TCF2 17 FT HNF1B
6 NeuroD 20 NeuroD1

Hay una ultima categoria, el MODY X que son familias que tienen el fenotipo
correspondiente a MODY pero no muestran una herencia con genes MODY
(39,40,41).

La presentacion clinica mas comun del MODY es apacible con hiperglicemia
asintomatica en nifos no obesos, adolescentes y adultos jovenes quienes tienen
una familia con historia de diabetes frecuentemente en generaciones sucesivas con
un patron de herencia autosémica dominante (42).

La Tabla 2. nos muestra las diferencias entre la diabetes mellitus tipo 2 y los
MODY.




Tabla 2. Diferencias clinicas entre la diabetes tipo 2 y tipo MODY.

Caracteristica MODY Diabetes tipo 2
Herencia Monogénica, autosémica Poligénica
dominante
Edad de aparicion Nifiez, adolescencia o Edad adulta usualmente
edad adulta joven menor entre los 40 a 60 ahos
de 25 anos ocasionalmente
adolescente si la persona
es obesa
Pedigree Usualmente Raro que sea
Multigeneracional multigeneracional
Penetrancia 80-95% Variable (posiblemente
entre 10-40%)
Complexion No obeso Usualmente obeso
Sindrome metabdlico Ausente Usualmente presente

Los factores que afectan la sensibilidad de insulina, tales como infeccion,
pubertad, embarazo y la obesidad, pueden aumentar la aparicion de la diabetes e
incrementar la severidad de hiperglicemia en pacientes MODY. Estudios sobre los
pacientes MODY han dejado un mejor entendimiento de las causas genéticas de la

disfuncion de las células beta (43).

1.3.4. Complicaciones de la diabetes

En la diabetes, la disfuncion endotelial esta presente desde el diagndstico,
pudiendo aparecer en pacientes con excrecion urinaria normal de albimina (33).

Microvasculares: La diabetes se relaciona con el dafo endotelial en la
microcirculacion y los trastornos se presentan en forma de nefropatia, retinopatia y
neuropatia. El dafo por hiperglucemia se ha asociado por aumento de la actividad
de la proteincinasa-C, la acumulacion de sorbitol y la formacion y depdsito de
productos de glicosilacion no enzimatica de proteinas (41). Estas complicaciones
llevan a una insuficiencia renal crénica en 40% de los casos o incluso a la
ceguera. Se estima que hasta el 70% de los diabéticos sufren alguna forma clinica
de neuropatia, y que los sujetos con antecedentes familiares de hipertension

arterial desarrollan de manera mas temprana complicaciones microvasculares (44).




Macrovasculares: Se asocian con un trastorno metabolico profundo que se
correlaciona con resistencia a la insulina y no con la hiperglucemia (45,46). La
enfermedad cardiovascular esta vinculada a un estado de arteriosclerosis acelerada
¥ un mayor riesgo de trombosis (47).

1.4, Nkx2.2

El gen Nkx2.2 es un miembro de la familia Nk2, que representa al grupo de
factores de transcripcion del tipo homeodominio. Los miembros de esta familia de
factores de transcripcion han sido nombrados como elementos clave que regulan
la organogénesis de muchaos sistemas (48).

1.4.1. Participacion del gen Nkx2.2 en el desarrollo del pancreas.

La exploracién de la participacion de este gen en la patogenia de la
diabetes mellitus, ha encontrado que, ratones deficientes en la expresion de este
gen, desarrollan una diabetes severa y mueren a los pocos dias de nacimiento con
una hiperglicemia severa (49). Aunque el gen Nkx2.2 se expresa muy temprano en
el desarrollo del pancreas, los ratones nulos para Nkx2.2 muestran defectos en el
desarrollo del pancreas, resultando de una falta completa de células que expresan
insulina, La presencia de un numero elevado de genes para las células p sugiere
que Nkx2.2 es necesario para la diferenciacion final de las celulas | pancreatica.
NGmeros reducidos de células « y Polipéptide Pancredtico acompafiado de un
incremento en el numero de células & solo es evidente en ratones knockout para
Nkx2.2 (50,51). Nkx2.2 también es expresado en los precursores de las células del
islote durante el desarrollo pancreatico y persiste en células maduras incluyendo a
todas las celulas beta (52,53).

Estudios inmunohistoguimicos exponen una falta de maduracion de celulas
beta provocando la disminucién en el nimero de células alfa y en polipéptido
pancreatico (48,49). En contraste, el nimero de células & y la expresion de la
somatostatina no afecta (54). En otros estudios realizados por inmunoprecipitacion
de cromatina se observa que Nkx2.2 afecta la expresion del gen de la insulina, y
nos revela una amplia aplicacion de diferentes factores de transcripcion Pdx-1,



BETA-2, Paxb, y Nkx2.2, en regulacion de los genes que se expresan en las celulas
B (55).

Estudios con ratones del tipo Psammomys obeso que es un modelo para la
diabetes tipo 2, muestran una marcada deficiencia en el almacen de insulina
cuando se les da una dieta alta en energia. A pesar de la hiperglicemia que
presentan, los niveles del RNAm de la insulina inicialmente no muestran cambios y
después muestra una disminucion gradual del 15% de los niveles basales por 3
semanas, Por otra parte la expresion del gen de la insulina no incrementa cuando
son aislados los islotes del Psammomys obeso siendo expuestos a concentraciones
elevadas de glucosa, sin embargo los factores ISL-1, Nkx2.2 y Nix6.1 si se
expresan en los islotes del Psammomys obeso (56,57).

1.4.2. Interaccion con otros genes y en otros sistemas

La familia Nk-2 ha sido identificada como reguladores importantes del
crecimiento y desarrollo del cerebro frontal ventral, corazdn pulmon, y tircides
(58). Otro gen que pertenece esta familia es el gen Nkx6.1 el cual se expresa en
las células beta, y se encuentra rio arriba del gen Nkx2.2 en la diferenciacion de
las células beta pancreaticas (51,59).

Otra participacion del gen Nkx2.2 es que se co-expresa con Nkx2.9 en la
parte posterior del Sistema nervioso central (60,61). Se ha encontrado que Nkox2.2
esta asociado con la expresion del gen de la mielina, sugiriendo un rol cooperativo
en el control de la diferenciacion del oligodendrocito (62). El gen CRB1 se expresa
en el desarrollo del ojo v en el sistema nervioso central, en el desarrollo del tubo
neural la expresion del gen CRB1 coincide con la expresion del gen Nkx2.2 (63).
Un subtipo de neuronas llamadas (Sonic hedgehog) expresan al gen Nkx2.2 o Paxb
que son responsables de la sefial, agui se provee la evidencia de que Nkx2.2 tiene
un rol primario en la neurona ventral y en la selectividad de la neurona (64,65).



Tabla 3. Estudios realizados sobre el gen Nkx2.2

Estudio Hallazgo Autor Ref.

Secuenciacion del gen Polimorfismo A42Ten Furuta, et.al, 1998 49
region no codificante en
sujetos japoneses no
diabeéticos.

Ratones homocigotos  Hiperglicemia severa con Sussel, et.al.,, 1998 48
muerte a los pocos dias del

nacimiento.
Ratones tipo Expresion del gen en los  Leibowitz, et.al, 2001 57
Psammomys obesus islotes del raton.
Ratones heterocigotos Disminucion de la expresion Shih, et.al,, 2002 70
para Hnf-33 y Pdx-1 del gen
Infeccion con 7 - Heremans, et.al., 71
adenovirus de Induccion de la expresion 2002

neurogenina3 del gen y/o proteina

Ensayo de DraEBRtE Sl e Cissell, et.al., 2003 55
inmunoprecipitacion de et g]_
M promotora de insulina

Ratones transgénicos  Interacciones en exon 1la,  Watada, et.al.,, 2003 52
entre ngn3 o NeuroD1

1.5 VARIACIONES GENETICAS

La variacion normal es de dos tipos, continua y discontinua. La variacion
continua es aquella que nos da los caracteres mensurables, tales como la altura o
el peso. Por otro lado los caracteres que varian de forma discontinua pueden
distinguirse de forma diferentes fenotipos, existen muchos ejemplos de caracteres
discontinuos en los seres humanos, como ojos azules o castanos, pelo negro o
rubio. Una serie de dos o mas fenotipos alternativos normales y comunes se llama
polimorfismo, palabra derivada del griego que significa muchas formas. Los
fenotipos alternativos los denominaremos morfos. Los tipos mas simples de

polimorfismo llamados dimorfismos. Con frecuencia los morfos de un polimorfismo



estan determinados por alelos de un solo gen, los cuales se heredan de manera
mendeliana (66).

1.5.1. Polimorfismo

El DNA genomico nuclear es una entidad extremadamente variable, no solo
entre individuos de especies diferentes, sino también entre individuos de una
misma especie. Esta diversidad es responsable de fendmenos bioldgicos de tanta
trascendencia como la evolucion de las especies y, dentro de cada especie, de las
caracteristicas diferenciales en cada individuo, unicas e irrepetibles, La diversidad o
variabilidad genética se debe a variaciones en la secuencia del genoma; por tanto
en un sentido amplio el concepto de diversidad se hace sindnimo de polimorfismo.
El polimorfismo afecta tanto en regiones codificantes como en regiones no
codificantes, En ambos casos puede consistir en la variacion de un solo par de
bases o menos frecuente, de millones de pares de bases (macromutacion). El
grado de polimorfismo de una poblacion es tanto mayor cuantos mas individuos
contenga, viene determinado por el numero de alelos distintos existentes para un
locus concreto y se refleja en el grado de heterocigotos (67).

Un ejemplo de polimorfismos son los grupos sanguineos. Los antigenos A,
B, ¥ H sdlo difieren en los restos de los azicares en sus extremos no reductores.
Se han determinado las variaciones en las glucosiltransferasas responsables de los
tres antigenos diferentes de los grupos sanguinecs ABO({H) mediante
secuenciacion de los genes correspondientes. Los genes A y B, que codifican una
a{1-3)-N-acetilgalactosaminiltransferasa y uma  afl-3)-galactosiltransferasa,
difieren en unas pocas sustituciones de bases que cambian 4 de los 303 residuos
con lo que se altera su especificidad. En el gen O, la delecion de una sola base
genera un codon de detencidn esplreo que da lugar a la sintesis de una proteina

truncada (115 residuos) y que en consecuencia es enzimaticamente inactiva (68).



Existe evidencia sobre la importancia de las determinantes genéticas, las
cuales se manifiestan en los estudios realizados a poblaciones con el mismo fondo
genético gue viven en ambientes diferentes, tales como, los indios pima residentes
en Arizona, quienes consumen dietas de alto contenido calorico, realizan poca
actividad fisica y tienden a la obesidad, 37% de las mujeres y 54% de los hombres
presentan diabetes. En contraste, aquellos pima que viven en las montanas del
norte de México, con actividad fisica intensa, dieta baja en calorias y peso corporal
normal poseen aproximadamente la misma frecuencia de diabetes que el resto de
la poblacion mexicana {10.9% mujeres y 6.3% hombres) (68).

Otros investigadores han demostrado que existen polimorfismos Onicos de
una comunidad especifica como los de Oji-Cree de Canada, en donde hallaron un
SNP en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 en el gen HNFla, en este trabajo se
reporta un polimorfismo exclusivo de esta comunidad presente en un 40% de los
pacientes; ya que se analizaron otros 990 alelos de 6 diferentes grupos étnicos sin
encontrar el polimorfismo G3195 reportado en la poblacion Ofi-Cree (69).
Basandonos en estos hallazgos, podemos suponer la presencia de variantes
polimorficas especificas de cada comunidad y variantes distribuidas en diferentes
poblaciones, por lo gque es necesario realizar estudios en nuestra poblacion
mexicana.



2. HIPOTESIS

Basandonos en que los genes presentan variantes polimorficas entre personas y
entre poblaciones, es de esperarse que en el gen del factor de transcripcion
Nix2.2 se encuentren polimorfismos en sujetos sanos de la ciudad de México.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

» ldentificacidn de variantes polimorficas en el gen del factor de transcripcion
Nkx2.2,

3.2. Objetivos particulares

» Seleccionar al grupo de personas sanas.

# Evaluar molecularmente a los sujetos control.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO EXPERIMENTAL

A los sujetos control se les midio la cintura y la cadera para deducir el Indice
Cintura Cadera (ICC), se les midio la talla y se pesaron, obteniendo el Indice de
Masa Corporal (IMC), posteriormente se les tomo en ayunas una muestra de
sangre de 20ml y esta muestra se dividid en dos alicuotas, una alicuota para
extraccion del DNA vy la otra para obtener el suero y determinar los niveles de
colesterol, triglicéridos y glucosa, asi como los niveles de insulina, glucagon y
péptido C,

RECLUTAMIENTO DE CONTROLES

» Se reclutaran a 20 personas sanas sin ningun tipo de alteraciones como
controles.,
Criterios de inclusidn:
1. Personas sanas sin ningun tipo de diabetes.
Mayores de 50 anos.
Sin antecedentes de diabetes, al menos 2 generaciones atras.
Género indistinto.
indice de masa corporal de 25 a 29.9Kg/m” v un Indice cintura cadera menor
de 0.9,

A

4.2, DETERMINACIONES BIDQUIMICAS

4.2.1. Colesterol Total

El meétodo utilizado se basa en que la colesterol esterasa (CE) hidroliza los
esteres para originar colesterol libre y acidos grasos. El colesterol libre asi
producido mas el colesterol preformado se oxidan en presencia de colesterol
oxidasa (Cox) para dar colest-4-en-3-ona y perdxido de hidrdgeno. Un cromogeno



quinonaimina, con absorcion maxima de 500nm, se produce cuando el fenol se
acopla oxidativamente con 4-aminofenazona, en presencia de peroxidasa (POD)
con peroxido 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 €, Colesterol + Acidos Grasos

COx
———1

Colesterol + O, Colest-4-en-3-ona + H,0,

H,0, + 4-aminofenazona + pHBS = 2H,0 + O-quinoemina colorido

4.2.2. Glucosa

La glucosa es oxidada en presencia de glucosa oxidasa (GOD) a acido
glucdnico y perdxido de hidrégeno. El perdxido de hidrégeno 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, + H0; %% Acido Glucénico + H,0,

H,0, + 4-Aminoantipirina + pHBS "%  Complejo quinona

4.2.3. 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 diagndstico de
hiperlipoproteinemia primaria y secundaria. También es Util para dar seguimiento a
la diabetes mellitus, nefrosis, obstruccion biliar y varias anormalidades metabdlicas
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 (G-3-P) y adenosin-5-difosfato (ADP) en una

reaccion catalizada por la glicerol-cinasa (GK), de tal manera que:
: GK
Glicerol + ATP > G-3-P + ADP

la g-3-P es oxidada por la glicerolfosfato oxidasa (GPO) produciendo

dihidroxiacetona fosfato (DAP) y perdxido de hidrégeno.
G-3-P+0, °__, DAP+ H,0,

Los perdxidos 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-aminoantipirina __"°°yquinoneimina + HCl + 4H,0 + 4-clorofenol

4.3 Determinaciones hormonales
4.3.1. Insulina
El procedimiento de insulina Coat-a-Count es un radioinmunoanalisis en fase sélida
en donde la insulina marcada con '?°I, compite por un tiempo de ensamblaje con
la insulina de la muestra problema, por sitios sobre anticuerpos especificos para
insulina. El anticuerpo es inmovilizado en la pared del tubo de polipropileno,
simplemente decantando el sobrenadante es suficiente para determinar la
competicion y para aislar la fraccion de anticuerpo unida a la insulina marcada.
a) Se tomaron dos tubos de polipropileno limpios y se marcaron para cuentas
totales.
b) Se tomaron 200ul de los estandares del A al G con unas concentraciones de
0, 5, 15, 50, 100, 200 y 350 pIU/mL respectivamente y 200ul de las
muestras problemas y se colocaron en tubos preparados con anticuerpos

antiinsulina.
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c) A todos los tubos se les agregd 1mi de insulina marcada con "1,

d) Se incubaron de 18 a 24 horas a temperatura ambiente.

e) Después de transcurrido el tiempo de incubacién se decantaron sobre papel
absorbente.

f) Se determinaron los valores de la insulina en un contador Gamma.

4.3.2. Glucagon
El procedimiento de doble anticuerpo para glucagdon es un radicinmunoanalisis
secuencial, Después de la preincubacion de la muestra con el anticuerpo
antiglucagén, el glucagdn marcado con *°1 compite con el glucagdn en la muestra
por sitios de anticuerpo.
a) Antes del ensayo, diluir 500pg/mL del calibrador F de glucagon en el
calibrador cero de glucagon, usando tubos de vidrio.
b) Se tomaron dos tubos de polipropileno limpios y se marcaron para cuentas
totales.
c) Se tomaron 200ul de los estandares del A al F con unas concentraciones de
0, 7, 14, 29, 72 y 144 pmol/L respectivamente y 200ul de las muestras
problemas.
d) Se agregd 100ul del antisuero de glucagén a todos los tubos, y se
mezclaron.
e} Se cubrieron las muestras y se incubaron durante 24 horas a una
temperatura 2-8°C.
f) A todos los tubos se les agregé 100l del "1 de glucagon.
g) Se cubrieron las muestras y se incubaron durante 24 horas a una
temperatura 2-8°C.
h) Se les agregd 1mL de solucion precipitante fria a todos los tubos y se
mezclaron.
i) Se centrifugaron por 15 minutos a 2000RPM.
j) Se decantaron sobre papel absorbente.
k) Se determinaron los valores en un contador Gamma.



4.3.3. Peptido-C
El procedimiento sigue el principio basico del radioinmunoanalisis donde hay una
competencia entre el antigeno radicactivo y el neo-radicactivo, por sitios sobre
anticuerpos especificos. La cantidad de péptido-C marcade con '“I unido al
anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracion de péptido-C no
marcado. La separacion del antigeno libre y unido se lleva acabo facilmente debido
al sistema del doble anticuerpo.
a) Se tomaron dos tubos de polipropileno limpios y se marcaron para cuentas
totales.
b) Se anadieron 50ul de los estandares y de las muestras problema a los tubos
marcados previamente.
c) Se agregaron 100ul del antisuerc de peptido-C a todos los tubos excepto a
las cuentas totales.
d) Se les agrego 100p! del péptido-C marcado con ' a todos los tubos y se
mezclaron.
e) Se incubaron de 16 a 24 horas a una temperatura de 2-8°C.
f) Se les agrego 1ml del reactivo precipitante.
g) Se incubaron a una temperatura aproximadamente de 25°C durante 15-
20min.
h) Se centrifugaron durante 20min a 2000RPM.
i} Se decantaron sobre papel absorbente.
i) Se determinaron los valores en un contador Gamma.

4.4, EXTRACCION DE DNA
Se extrajeron 20ml de sangre periférica, de la cual se obtuvo el DNA.
12 Parte
1. Se tomarcn 20ml de sangre, los cuales se dividieron en dos alicuotas de
10ml cada una, y se les agregaron 200ul de EDTA (0.5M) pH 8.0.
2. Los tubos se pusieron sobre hielo y a cada uno de ellos se les agregd
solucion sacarosa-triton 2X fria hasta llevarlo a un volumen de 35mi.



3. Posteriormente se les agregd agua bidestilada estéril hasta llegar a un
volumen de 50ml.
Se mezclaron por inversion y se dejaron reposar en hielo durante 10min.
Se centrifugaron a 2000rpm durante 15min a 4°C.
El sobrenadante se decantd y se eliming.
El botdn que quedd se lavo con 5 ml de solucion sacarosa triton 1X.
Se centrifugd durante 15min 4°C (se debe ver un pellet rosado, sino se lava
nuevamente).
9. Los pellets se mantuvieron a —=70°C hasta su uso.
22 Parte
10.Se adicionaron 3ml de buffer de lisis nuclear y se resuspendio el pellet con
una pipeta pasteur sellada.
11.Se afiadieron 108ul de SDS al 20% mas 100ul de Proteinasa K (Smg/ml) y
se mezclaron con [a pipeta.
12.5e incubaron a 37°C toda la noche o 3 horas a 50°C (preferible a 37°C).
13.Se transferieron a tubos conicos estériles de 15ml + 1ml de NaCl saturada
se agitaron durante 15seg vigorosamente.
14, Se centrifugaron a 1000g (aprox 2000rpm}) 15min.
15. Se volvieron a transferir con cuidado el sobrenadante a otro tubo conico de
15mi,
16. Se adicionaron 2 volumenes de ETOH al 100% moviendo suave la pipeta.
17.5e saco el DNA precipitado con una pipeta pasteur sellada.
18.5e lavo el DNA precipitado con ETOH al 70% moviendo suave |a pipeta.
19. Se dejaron secar completamente el DNA en la pipeta pasteur (boca arriba).
20.5e deposito el DNA en aproximadamentz 200ul de buffer T/E en tubo
eppendorf.
21.No agitar fuerte y mover de arriba abajo, o dejar toda la noche. Para que se
incorpore el T/E, posteriormente dejar el tubo de 10 a 20min a 37°C.
22.5e cuantifico el DNA en una dilucion 1:200,
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e La cuantificacion de DNA se llevo a cabo midiendo su pureza
espectrofotométricamente (260/280nm), teniendo una relacion de entre
1.7-2.0.

4.5. DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS DE LOS EXONES DEL GEN Nkx2.2.

Tabla 4. Oligonucleétidos usados para la amplificacion del gen Nkx2.2.

exon sentido 5’- 3’ Pares de Temp. de
antisentido 5'-3’ bases alineamiento (°C)
1 ACGAATTGACCAAGTGAAGCTAC 380 65
AACCCGGGCTGCGGCTGCAGGAAT
2-1 ATCCAGGGTGCTCCGAGTCTGGTGCA 377 65
CGCGCTTCATCTTGTAGCGGT
2-2  GAGCGCGAACACCTGGCCAGCCTC 494 65

GTGGAGCCGAGAGTCAACTCGATC

El tamafio de los fragmentos del PCR, la temperatura de alineamiento de la reaccion y la secuencia,

fueron reportados por Furuta Hiroto et al. 1998

4.6. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

1. En cada tubo eppendorf se agregd 1ul de DNA, 2.5 uL de Buffer 10X, 20uM
de cada oligo y de cada dNTP’s, 1uL de DMSO y 5U/ml de Taq polimerasa .

2. Se realizd la reaccion en el termociclador (Mastercycler gradient eppendorf),
con 30 ciclos con una temperatura de desnaturalizacion de 95°C durante
30seg, una temperatura alineamiento de 65°C durante 30seg , y una
temperatura de extension de 72°C durante 30seg.

3. Se verifico que la reaccion se haya llevado a cabo correctamente, corriendo
un gel de agarosa al 1% tenido con bromuro de etidio y buffer TBE1X

durante 45min a 80 Volts.
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4.7, POLIMORFISMO CONFORMACIONAL DE CADENA SIMPLE (SSCP)
(Orita1989) (78).

Este método permite detectar alguna alteracion del DNA. La substitucion de
una sola base es suficiente para alterar la movilidad de una sola cadena de DNA
que es sometida a electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizados
con o sin glicerol,

1. Se tomaron 2ul del PCR y 28 ul Buffer de carga para SSCP, se desnaturalizo

a 95°C durante Smin e inmediatamente después en hielo 5 minutos.

2. Se depositaron 3ul de las muestras en el gel de acrilamida.

3. Se corrieron a 190V durante 2Zhoras.

4. Al terminar el gel se pasa a un papel de 3mm, y se secaron en el desecador

(Gel Dryer Labnet), durante una hora a 75°C.

5. El gel ya seco se coloco en un cassette y se expuso a una placa

radiografica, durante 24hrs, para despues revelarlo.

4.8. Purificacion del DNA por medio de columnas Centricon YM-30 para
secuenclacion manual y automatica
1. Se afadio el producto de PCR en el vial con la membrana.
2. A la muestra se le agrego 2ml como maximo de agua bidestilada estéril.
Tratando de no tocar la membrana con la pipeta.
Se coloco la columna dentro de la ultracentrifuga.
Se centrifugaron a 1000-5000g aprox. 7500RPM durante 30min.
Se invirtid la columna colocando un cono y centrifugandolo a 300-1000g
aprox. S000RPM por 2min.
6. El producto se cuantifico espectrofotomeétricamente en una dilucion 1:200,
y se corrid un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio para

verificar la talla, concentracion y la pureza.
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4.9, Secuenclacion manual de acuerdo al metodo de Sanger (79).

1. Se efectuaron las reacciones con un KIT Secuenasa de Amersham (OH
USA) numero de catalogo 79760KT. Estas reacciones contenian
desoxinucledtidos (dATP,dCTP,dGTP,dTTP), marcados radiactivamente [a-
¥p] nlimero de catilogo AH9539 (dATP, dCTP, dGTP,dTTP),

2. En cada tubo se agrego 0.5ul de cada uno de los desoxinucledtidos
marcados, mastermix dGTP (7.5uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 2.0ul, buffer
de reaccion (concentrado) 2.0ul, termosecuenasa DNA polimerasa (4U/ml),
oligonuclectido 1.0ul, ADN a una concentracion entre 25-250fmol y ddH;0
hasta alcanzar un volumen total de 20.0pl.

3. Los tubos se introdujeron en el termociclador (mastercycler gradient
eppendorf), en un programa donde se tiene, un ciclo a 95°C durante
30seg, 65°C durante 30seg y 72°C durante 1minuto, repitiéndose estos
ciclos 35 veces.

4. Al terminar se adiciono 4ul de la solucion STOP.

5. Se prepard el gel de acrilamida-urea, dejandolo polimerizar al menos 1hora
a temperatura ambiente como se indica en el anexo 1.

b. Las muestras antes de ponerlas en el gel, se desnaturalizaron a 70°C
durante Smin, y 5min en hielo.

7. Se precalentd la camara con el gel durante 30min a 1800V hasta llegar a
una temperatura de aproximadamente 50°C.

8. Se depositaron 4ul en cada pozo dejandolo correr 2 horas la primer corrida
¥ una hora y media la segunda corrida a 1800V a 55°C.

9. El gel se transfirio a papel 3MM, y se secaron durante 60min a 75°C con
vacio.

10.El gel adherido al papel 3MM se expuso a una placa de rayos ¥, en un
cassette con placas intensificadoras, se dejaron a temperatura ambiente
durante Sdias y posteriormente se revelaron las placas.



11.5e leyeron las secuencias de las exones estudiados y se compararon con
las secuencias ya reportadas en & banco de genes (num de secuencia
10818213).

4.9,1. Secuenciacion automatica.

1. Se purifico el DNA y se verifico corriendo las muestras en un gel de
agarosa al 1%,

2. Se utilizd el Kit Applied Biosystem, se agrego en cada tubo que contenia la
muestra de DNA cada base marcada con el fluordforo, y se introdujo en el
termociclador para que se llevara a cabo la reaccion,

3. Los tubos se centrifugaron al vacio.

4. Los botones obtenidos se reconstituyeron con formamida .

5. Se pusieron las muestras en una placa que se introdujo al secuenciador
automatico (AbyPrism).
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5. RESULTADOS

5.1. Indice cintura cadera y del indice de masa corporal.

La tabla 5 muestra los datos indice cintura cadera, indice de masa corporal,
la edad asi como las medidas de cada persona de la cintura, cadera, talla y su
peso. El promedio del ICC nos indicé que es menor 0.9 y el IMC es menor a
29.9kg/m?.

Tabla 5. Datos del indice cintura cadera y del indice de masa corporal.

Sujetos EDAD CINTURA CADERA ICC PESO TALLA IMC
Control (afios) (cm) (cm) (kg) (m)  (kg/m?)

Promedio 59.25 90.85 101.75 0.88 68.07 1.61 25.9

Desviacion +9.92 +10.45 +7.46 +5.94 +14.32 +0.10 +4.06
estandar

Rango 25-29.9
Normal il (kg/m?)
MCRE 52 88 105 0.8 62 152  26.83
RCP 64 103 103 1.0 8 165  30.11
APA 82 102 111 091 68 150  30.22
MAV 60 94 107 087 63 15  28.00
JVR 49 85 98 08 65 173 2171
GVZ 50 % 110 087 78 179 2496
MITQ 58 89 102 08 645 1.6 2519
GSB 66 101 110 091 80 172 2694
AMAC 71 81 99 081 55 149 2477
ASS 71 89 95 093 60 168 2125
VISM 51 92 101 091 75 172 2535
NAV 61 82 %9 082 70 160 27.34
DSM 50 70 90 0.77 53 1.63 19.94
AARE 47 88 100 0.8 65 160 2539
FLS 51 98 110 0.8 76 178  23.98
MMS 53 116 117 0.99 1 1.70 38.40
LHR 75 80 92 086 45 144 2170
IGS 53 08 99 098 76 165  27.91
MCRO 66 81 8 091 50 148  22.82

FAC 55 84 98 0.85 63 1.58 25.23




5.2. Determinaciones bioquimicas

En la tabla 6 se observan los datos colesterol, triglicéridos, glucosa, HDL y LDL de
los 20 sujetos control, asi como el promedio, la desviacion estandar y los valores
de referencia. *El promedio de los resultados analizados nos indican que son
personas que se encuentran dentro de los rangos normales que estan
establecidos.

Tabla 6. Resultados de las pruebas bioquimicas realizadas a los sujetos
control.

Sujetos HDL LDL Colesterol Triglicéridos Glucosa
control (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
Promedio*  51.85 124.06  206.55 196.26 97.5
Deesst‘;'r?gg’r” +13.82 +27.84  +28.21 +181.73 +14.67
NRgr“fggl 30-80 50-150  140-200 50-200 70-100
MCRE 37.9 148.7 212 213 97
RCP 48.2 112.4 171 138 70
APA 56.4 118 188 137 74
MAV 55.9 94.2 163 144 86
JVR 32 100.3 244 836 101
GVZ 50.9 151.6 214 116 95
MITQ 39.6 178.4 232 153 97
GSB 47 125.8 186 160 115
AMAC 42.4 154.7 211 146 132
ASS 49.8 120.0 261 161 89
VISM 50.6 168.6 227 88 98
NAV 54.5 142.3 214 165 92
DSM 93.1 115.8 210 62 89
AARE 55 75.5 146 121 104
FLS 65.6 85.7 187 379 101
MMS 39.4 120.5 217 422 112
LHR 62 116.2 185 126 95
ILGS 42.1 122.5 223 441 106
MCRO 71.5 126.5 207 74 81

FAC 43.1 122.3 233 183 116
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5.3. Determinaciones hormonales
La tabla 7 nos muestra los valores de Insulina, Glucagon y péptido C, de cada uno
de las sujetos control, asi como los promedios, desviacion estandar y los valores

normales.

Tabla 7. Resultados de las pruebas hormonales realizadas a los sujetos control.

Sujetos Insulina Péptido C Glucagon
control (pg/ml) (ng/ml) (pg/ml)
Promedio* 7.16 2.35 114.5
Desviacion +4.85 +1.37 +168.9
estandar
Rango normal 3 -6 pg/ml 1.1-3.2 ng/ml 59-177 (pg/ml)
MCRE 5.3 0.92 949
RCP 4.7 0.79 67.8
APA 3.7 0.53 44
MAV 4.7 0.48 92.1
JVR 6.2 1.33 821.6
GvVz 4.6 1.78 60.1
MITQ 8.4 2.53 84.3
GSB 13,7 4.32 72.6
AMAC 134 1.2 40.8
ASS 4.4 2.32 94.4
VISM 2.8 1.5 80.8
NAV 4.1 3.4 47.0
DSM 3.8 1.8 63.6
AARE 20.6 4.5 52.2
FLS 3.7 34 105.0
MMS 11.9 3.7 160.0
LHR 3.6 2.5 50.1
JLGS 6.7 4.3 116.1
MCRO 3.4 1.4 56.9

FAC 135 4.3 87.0




5.4, Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR
La Figura 5 muestra el PCR del exdn 1 del gen Nkx2.2, de los sujetos
contral, en el carril de la izquierda se encuentra el marcador de 100pb, y del carril

1 al 20 las muestras todas corresponden a la talla del exon (380pb).

pb 1 + 3 4 5 &6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

| 20ph —-

|:|III||:|I\+ i
----------ﬁ---‘--ﬁﬁﬁ

1lph

Figura 5. PCR caliente.

5.5. SSCP realizadas a los sujetos control a las diferentes condiciones.

Figura 6. EXON 1

En la figura (ba) se observan todas las muestras con el mismo patron de
corrimiento, en la Figura (6b) se nota que en el carril 9 existe diferencia en el
corrimiento electroforetico, en la figura (b6c) se observa con mas claridad el cambio
electroforético en el carril 9 en la figura (6d) nos indica en el carril 9 existe un
cambio electroforético observandose una banda de mas que en las otras muestras,
en todos los carriles hasta |la parte inferior se observa la doble cadena.

:-ﬂl_ll1|1
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ds ds 1 ¥ 3 4 5 6 T § % It 011 12 13 04 15 06 07 I8 019 20 ds

?s

(6c) 8.0% de acrilamida sin glicerol ¢
ds ds | S B R i- R w12 I1- 4 15 16 17 18 19 210

i

{6d) 8.0% de acrilamida con gliceral

Fig. 6.- S5CP realizadas al gen Nkx2.2 exon 1, a diferentes concentraciones de

acrilamida, con y sin glicerol.



Figura 7. EXON 2-1

En las figura (7a), (7c) vy (7d) se percibe con claridad un cambio en el corrimiento
electroforético en el carril 7, ya que se nota una banda de mas muy clara con
respecto a las otros carriles.  En la figura (7b) no se observa una alteracion en el
corrimiento ya que todas las muestras tiene un patron de migracion similar.

s s 1 2 3 4 5 & T B % 10 010 02 1304 05 06 0T 0E 09 20 ds

(7a) 5.4% de acrilamida sin glicerol

ds ds 1 2.3 4 5 & T A F 00 11 12 1304 05 16 17 18 19 20 ds

{7b) 5.4% de acrilamida con glicerol
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ds ds 1 2 3 4 5 b6 7 B 10 0 12 0¥ 04 05 06 1T 18 0% 20 ds

{7c) B.0 % de acrilamida sin glicerol

ds ds 1 2 3 4 5 & T 8 % 10 011 13 132 W 1506 07 I8 19 10 ds

(7d) B.0% de acrilamida con glicerol

Figura 7.- Placas de 55CP realizadas al exon Z-1 del gen Nkx2.2, a diferentes
condiciones.
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Figura 8. EXON 2-2
Las SSCP muestran en las figuras (8a), (8b), (8c) y (8d), un patron de migracion
similar en todos los carriles.

I 3 4 5 & 7T B 9 b

11 12 13 04 15 16 17 18 19 20 ds

(8b) 5.4% de acrilamida con glicerol



s ds 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 010 02 03 14 1506 17 1B 19 20 ds

j

(Bd) B.0% de acrilamida con glicerol

Figura 8.- Resultados del exon2-2 del gen Nkx2.2 a las diferentes concentraciones
de acrilamida y de glicerol.
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Figura 9. PCR PURIFICADO PARA SECUENCIAR

La figura 9 muestra un PCR purificado de las muestras seleccionadas en las placas
de SSCP, en donde se observo un patron de migracion diferente, del exon 2-1 del
gen Nkx2.2 de los sujetos control. En el carril de la izquierda el marcador de
100pb, v del carril 1 al 8 las muestras correspondientes a cada control, amplifico
en la talla correspondiente al exan (378pb).

pb 1 2 3 4 5 67 8

ik
iT8ph

| 00pb

Figura 9. PCR purificado,

5.7 SECUENCIACION

En la figura 6d se observd un cambio en el corrimiento electroforético en el carril
g, la cual se secuencio manualmente tal y como se muestra en la figura 10, la
figura 10a corresponde a la muestra 9, la figura 10b al control 2 v la figura 10c al
control 5, no se logro observar la secuencia completa del exdon por lo que
secuenciaron automaticamente mostrandonos en la figura 11 la secuencia
automatica completa de la muestra 2, en la cual no se observa ninguna variacion,
por otro lado la figura 12 muestra una transicion heterocigota C32T generando un
cambio del aminoacido prolina por leucina en el codon 32 (P32L).



Figura 10.- Secuenciacion manual del exdn 1 del gen Nkx2.2 de las muestras 9, 2 y
5.
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Figura 11, Secuenciacién automdtica de la muestra 2 que corresponde al exén 1 del gen Nko2.2
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Figura 12. Secuenciacién automética de la muestra 9 que corresponde al exén 1 del gen Nkx2.2



Figura 13.- En la figura 7c en el carril 7 se observa un cambio en el corrimiento
electroforético, esta muestra se secuencio manualmente, la cual se observa en la
figura 13, en la figura 13b se observa la muestra 4, solo una parte del gen ya que
no se logro ver toda la secuencia completa del exon 2-1 por lo que se secuencio
automaticamente. En la figura 14 se observa la secuenciacion automatica donde se
logra ver la secuencia completa de la muestra 4, la figura 15 muestra una
transversion heterocigota de G131C, generando un cambio de aminoacido Glicina
por Arginina en el codon 131 (G131R).

4t

s =

Figura 13. Secuenciacidn manual del gen Nkx2.2 exon 2-1 de las muestras 7 y 4.
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Figura 14. Secuenciacion automética de la muestra 4 que corresponde al ex6n 2- 1 del gen Nkx2.2
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Figura 15. Secuenciacién automética de la muestra 7 que corresponde al exén 2-1 del gen Nix2.2
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6. DISCUSION

Se han identificado genes que estan involucrados en el desarrollo y
diferenciacion del pancreas, tales como: Pdx-1, Isl-1, PAX4, PAX6, NeuroD1, Hixb9,
Nkx6.1 v Nkx2.2, los cuales estdn relacionados en el desarrollo de la diabetes
meliitus tipo 2 (19). En este trabajo se evaluo molecularmente al gen Nkx2.2, del
cual se encontraron dos polimorfismos, el P32L y G131R.

Dado que Nkx2.2 es un gen que esta involucrado en la embriogénesis del
pancreas (40), se especula que participa en la aparicion de la diabetes melliitus de
inicio temprano (<25 anos) (38); en base a esto, en el presente estudio se
seleccionaron personas con una edad promedio de 59.25+9.92 afos, sin
antecedentes heredo familiares de diabetes melitus, lo que garantiza gue estos
sujetos no presentaron diabetes de inicio temprano. Seleccionando de esta manera
una poblacion adecuada para la evaluacion de variantes polimorficas en nuestra

poblacion.,

Otros 2 parametros que se tomaron en cuenta para seleccionar al grupo de
estudio fueron el indice cintura cadera (ICC) y el indice de masa corporal (IMC),
estos dos parametros son indicativos de obesidad el cual es un factor que se ha
reportado, influye en la aparicion de la diabetes meilifus de tipo 2 (80). En este
estudio estos dos parametros estuvieron dentro de los valores normales, por lo
gue estas personas no presentaron un dato predisponente para este tipo de
diabetes. De esta manera las personas reclutadas mostraron un IMC de 25.944.6 y
un ICC de 0.88+0.059.

Adicionalmente, al grupo de estudio se le hizo una evaluacion bioquimica en

base a las determinaciones de glucosa, colesterol y triglicéridos en sangre, estas
determinaciones nos permitieron analizar el estado metabolico de las personas, en
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las cuales se obtuvieron valores dentro de los intervalos normales (ver tabla 6), lo
que indica que el grupo reclutado esta compuesto de personas sanas.

Para llevar a cabo una evaluacion exhaustiva del metabolismo de
carbohidratos en la poblacion seleccionada, se realizaron pruebas para evaluar la
funcion pancreatica, que incluyeron la determinacion de insulina y glucagon,
hormonas secretadas por el pancreas. Ademas, se cuantifico el péptide C como
indicativo de que las células beta del pancreas secretan insulina (23). Los
resultados obtenidos se encontraron dentro de los valores normales,
proporcionando un dato adicional de que los sujetos cumplieron con todos los
requisitos para ser un buen grupo control y llevar a cabo la evaluacion de variantes
polimorficas en el gen Nkx2.2.

Una vez realizada la seleccion de los sujetos control con base a los
resultados de las pruebas anteriormente mencionadas, se prosiguid al andlisis
molecular del gen Nkx2.2, por medio de la técnica SSCP (Polimorfismo
Conformacional de Cadena Simple), método que permite detectar alguna alteracion
en el DNA (78) y posteriormente se realizd la secuenciacion. De este modo el
analisis del exon 1 del gen Nkx2.2 por medio de SSCP, muestra dos patrones de
migracion diferentes (ver figura 7), lo que indica una posible alteracion en la
secuencia del DNA en este exdn, este cambio se presenta con una baja frecuencia
ya que solo 1 de los 20 sujetos lo presentaron (carril 9). Con respecto al andlisis
del exdn 2-1, se encontrd que hay dos patrones de migracion diferentes, uno
comun y otro diferente en el carril 7 (ver figura 8c), el cambio observado nos
indica una baja frecuencia (5%) ya que solo 1 de los 20 sujetos lo presentd, Con lo
que respecta al exon 2-2 no se observo ninguna diferencia en el patron de
migracicn.



Asi una vez identificadas las muestras que presentaron un patron diferente
de migracion, éstas fueron secuenciadas con el fin de identificar el cambio de
bases nucleotidicas. Los resultados de la secuenciacion mastraron gue en el exdn 1
se encontrd un polimorfismo en el codon 32 que corresponde al cambio de una
citosina por una timina, dando como resultado la sustitucion de una prolina por
una leucina (P32L), ambos aminoacidos apolares. Por otro lado, en el exon 2-1 se
identifico un polimorfismo en el codon 131 que indica el cambio de una guanina
por una citosina, lo que resulta en la sustitucion de una glicina, aminoacide no
polar, por una arginina, aminoacido polar con carga (G131R). Estas varaciones
generan un cambio en la secuencia de los aminoacidos lo que podria causar una
alteracion en la estructura de la proteina v de esta manera podria alterar su
funcion. No obstante, para evaluar si dichos cambios encontrados confieren alguna
alteracion en la funcidn de la proteina, es necesario llevar a cabo pruebas
biologicas. Ademas, se requiere de estudios adicionales que incluyan a pacientes
diabéticos para saber si estas variantes confieren susceptibilidad a la diabetes

mellitus de aparicion temprana.

Dado que los resultados obtenidos son de personas sanas es probable que
se traten de polimorfismos y considerando que un polimorfismo genético se halla
en un locus que tenga en una determinada poblacion, cuando menos dos alelos,
significando con ello un frecuencia de al menos 1% en dicha poblacion (81), es
necesario aumentar la poblacion de estudio, ya que en este trabajo el grupo
analizado estuvo formado Unicamente por 20 sujetos.

Existen reportes sobre variantes polimorficas distribuidas en poblaciones de
todo el mundo. Por ejemplo la variante A45T del gen BETAZ/NEURO D1 se ha
reportado en Polonia, Japon, Estados Unidos (82), actualmente hallada en la
poblacion mexicana (83). Por otro lado, existen variantes que son exclusivas de
una poblacion especifica como la reportada en la comunidad Oji- Cree de Canada
que corresponde a la variante G3195 encontrada en un 40% de esa poblacion

£
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(69). Para saber si las variantes polimodrficas encontradas en este trabajo son
propias de nuestra poblacidn, es necesario que s2 lleven a acabo estudios
adicionales en los que se incluyan razas autoctonas como los indigenas, pues nos
ayudarian a saber si dichas variantes son propias de nuestra raza o se presentan
como consecuencia del mestizaje. Ademas estos resultados pueden sentar las
bases para llegar a crear una biblioteca de SNP s de nuestra poblacion, que
mediante el uso de técnicas moleculares tales como PCR tiempo real y
microarreglos, puedan ayudar a la evaluacion de la diabetes meillitus de paricion
temprana.
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7. CONCLUSIONES

Se lograron identificar dos variantes polimorficas en el gen Nkx2.2 en sujetos
sanos de la ciudad de México, las cuales fueron:

» Polimorfismo en el exdn 1 que corresponde a una sustitucion de una
citosina por una timina en el codon 32, la cual ocasiond un cambio en la
secuencia de aminoacidos sustituyendo una prolina por una leucina (P32L).

» En el exdn 2-1 se encontrd una sustitucion de una guanina por una citosina,
esto genera una sustitucion del aminocacido guanina por la citosina en el
coddn 131 (G131R),

# Los dos polimorfismos encontrados son de baja frecuencia ya que se
hallaron en 1 de los 20 sujetos analizados (5%).

» Estos dos polimorfismo no han sido reportados en ningdn pais del mundo,
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9, APENDICE 1

Apéndice 1

REACTIVOS PARA EXTRACCION DE DNA

Sacarosa Triton 2X
» Sacarosa 21%gr 0.64M
= Tris-Base 2.42gr 0.02M
» MgCly 2.03gr 0.01M
» Triton 100X 10mL
* Llevar a 1L pH?.6 filtrar con membrana, almacenar a 4°C.

Buffer lisis — nuclear

» Tris-Base 1.21gr 10mM

#= NaCly 23.4gr 400mM

» Na;EDTA 0.75gr 2ZmM
Llevar a 500ml y Esterilizar.
» Almacenar a TA®

1?’

Tris/HC| pHB.0 a 10mM
« Pesar 30.275g de tris/HCI
» Disolver con 150ml de agua D.D. y ajustar el pH a 8.0
« Aforar a 250mil

Buffer T/E
= Tomar 1ml de Tris/HCL 10mM a pHB.0
s Agregar 200ul de EDTA 0.5M a pHS.0
= Aforar a 100ml



CLORURO DE SODIO SATURADO
+ Disolver 35grs de cloruro de sodio en 100ml de agua DD. Solubilizar lo mas
posible, quedando una carga de sal al fondo.
= Almacenar a TA.

PROTEINASA K
« Mayor de 20U/mg numero de catalogo 25530-031 de GibcoBRL
» Se pesan 50mg de la proteinasa en 10mi
+ 5mg/ml almacenar a —20°C

S05 20%
» Pesar 20gr de SD5
« Llevar a 100ml de agua DD, NO ESTERILIZAR, almacenar a TA,

ALCOHOL AL 70%
« Se toman 70ml del alcohol absoluto
+ Selleva a 100ml con agua D.D.

AMPLIFICACIO

BUFFER 10X (DNA Pol)
+ MgCh a 15mM

DMS0O

s Tal y como viene comercialmente
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dNTPs para DNA
« En tubo eppendorf poner 25ul de la solucion STOCK de dCTP, dCTP, dTTP v
dGTP. Volumen sera de 100ul.
« Llevar a 400ul con H;0 DD
* Guardar a =20°C, La concentracion final es de 25uM.

TAQ POLIMERASA
« Con 5U/mL de Promega

BUFFER TBE 10X para 1000mL.

» Tris Base 108g
» Acido Borico 559
 EDTA 0.5M pH8 40m!

» Filtrar al vacio
« Aforar a un litro. Almacenar a T® ambiente.

BROMURO DE ETIDIO
» 100mg de bromuro de etidio y aforar a 10ml.
= Agitacion magnetica hasta disolver
» Alicuotar en eppendorff de 500ul y cubrirlo con papel aluminio.

« Almacenar a T® ambiente.

GEL DE AGARDOSA AL 1%
= Agarosa Sar
= Agua bidestilada 50mi
= Bromuro de etidio Ll



REACTIVOS PARA SSCP

RADIOACTIVIDAD
» “p aCTP con 250uCi o Bg de 110 nimero de catalogo AADDDS de
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH

BISACRILAMIDA AL 30% para 100ml
« Acrilamida 29gr

« Bisacrilamida 1gr

BUFFER DE CARGA PARA SSCP (para 10ml)

» Azul de bromofencl (Golden-Bell) 0.25% 25mg
= Cianol-Xileno (E.L.) 0.25% 25mg
« Ficol 400 000 15% 1.59

Aforar a 10ml con agua dd. Filtrar con filtro 0.45um v hacer alicuotas
GELES
5.4% de acrilamida sin glicercl para 100ml

Agua bidestilada
Buffer TBE 5X
Bisacrilamida al 30%
Persulfato de amonio
Temed

61.3ml
20mil
18mil
1ml
25ul

5.4% de acrilamida con glicerol para 100ml

™

Agﬁa

BufferTBE 5X
Bisacrilamida al 30%
Gliceral

Persulfato de amonio
Temed

51.3ml
20ml
18mi
10mi
1ml
25ul
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8.0% de acrilamida sin glicerol para 100ml

e Agua 52.7ml
e Buffer TBE 5X 20ml

¢ Bisacrilamida al 30% 26.7ml
¢ Persulfato de amonio 1ml

e Temed 25ul

8.0% de acrilamida con glicerol para 100ml

e Agua 30ml

o Buffer TBE 5X 14ml

¢ Bisacrilamida al 30% 18.7ml
e Glicerol 7ml

e Persulfato de amonio 1ml

e Temed 25ul

REACTIVOS PARA SECUENCIACION

BUFFER TTE 10X para 1000mL

e Tris-Base 108g
e Taurina 369
e Na; EDTA 2H,0 20g
e H;O llevar a 1000ml
o Filtrar y almacenar a T.A.

GEL AL 6% en 100mL
e Acrilamida 5.79
e Bisacrilamida 0.3g
e Urea 42g
e TTE 10X 10ml
e H,0 aprox. 40m|
e Persulfato de amonio al 10% 1ml

Temed

15ul
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