L4 UNIVERSIDAD NACIONAL
o B AUTONOMA DE MEXICO

Evaluacion molecular de los genes Nkx2.2, Nkx6.1 y Kir6.2 en
pacientes diabéticos tipo 2

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS
PRESENTA

QFB. Maria Helena Garcia Rodriguez

~ Ciencias
Bioauimicas

DIRECTOR DE TESIS: DRA. MARTA A.
MENJIVAR IRAHETA

ABRIL 2010




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autbnoma de México

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

Al Programa de Fomento a la Graduacion

Al Hospital Juarez de México



INDICE
LISTA
Abreviaturas
Figuras
Tablas
Gréficas

RESUMEN

INTRODUCCION

1. ANTECEDENTES
1.1 Definicion
1.2 Clasificacion
1.2.1 Diabetes tipo 1
1.2.2 Diabetes tipo 2
1.2.3 Diabetes gestacional
1.2.4 Otros tipos especificos
1.3 Factores de transcripcion
1.4Nkx2.2 y diabetes
1.5Nkx6.1 y diabetes
1.6Kir6.2 y diabetes
1.6.1 Canales ionicos
1.6.2 Estructura y funcién fisiologica
del canal Krp-sensible
1.6.3 Localizacion cromosomica
1.6.4 Enfermedades asociadas con el canghtsensible
1.7 Ovocitos deXenopus laevis
1.8 Fijacién de voltaje con dos electrodos (TEVC)

2. HIPOTESIS

3. OBJETIVOS
3.10BJETIVO GENERAL
3.20BJETIVOS PARTICULARES

4. METODOLOGIA

4.1 Muestras
4.1.1 Determinaciones bioquimicas
4.1.2 Determinaciones hormonales
4.1.3 Extraccion de ADN
4.1.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
4.1.5 Analisis polimérfico conformacional

de cadena simple (SSCP)

4.1.6 Secuenciacion

4.2 Ensayo biolégico

[3]

B © ~ o

11

12

13
13
13
13
13
13
14
15
17
20
21
21

23
25
25
27
28

31

31
31
31

32
32
33
34
36
37

38
39
39



4.2.1 Biologia molecular
4.2.2 Electrofisiologia
4.3 Analisis estadistico

5. RESULTADOS
5.1Medidas antropométricas
5.2 Determinaciones bioquimicas
5.3 Determinaciones hormonales
5.4 Determinaciones moleculares
5.4.1 Evaluacion déNkx2.2 y Nkx6.1
5.4.2 Evaluacion de&ir6.2
5.4.2.1E23K y DT2
5.4.2.21337V y DT2
5.4.2.3L.270V y DT2
5.4.2.4R325C y DT2
5.4.3 Ensayo biologico

DISCUSION

o

~

CONCLUSIONES
8. APENDICE |
9. APENDICE Il

10. APENDICE llI

11.BIBLIOGRAFIA

[4]

39
43
44

46
46
47
48
49

49

51

53

57

59

60
61

68

73

74

83

87

89



LISTA

ABREVIATURAS

ADA Asociaciéon Americana de Diabetes
ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc Acido desoxirribonucleico complementario
ADP Adenosin-5’- difosfato

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ARNr Acido ribonucleico ribosomal

ATP Adenosin- 5’- Trifosfato

bHLH Basic helix-loop-helix (Hélice-asa-hélice basica)
°C Grados centigrados

CE Colesterol estearasa

CHOD Colesterol oxidasa

CPM Cuentas por minuto

dATP Deoxi adenosin trifosfato

dCTP Deoxi citosin trifosfato

dGTP Deoxi guanosin trifosfato

dTTP Deoxi timidin trifosfato

DAP Dihidroxiacetona fosfato

dd Didestilada

dL Decilitro

DT1 Diabetes tipo 1

DT2 Diabetes tipo 2

EDTA Acido Etilen-diamin-tetra-acético
ENEC Encuesta Nacional de Enfermedades Crdnicas
ENSANUT Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
g Gravedades

GAD Descarboxilasa del acido glutamico
GK Glicerol cinasa

Glut2 Transportador de glucosa 2

GOD Glucosa oxidasa

GPO Glicerol fosfato oxidasa

G3P Glicerol- 3- fosfato

h Hora

HLA Antigeno leucocitario humano

HLH Helix-loop-helix (Hélice-asa-hélice)
HNF-1o Factor nuclear del hepatocita-1
HNF-4a Factor nuclear del hepatocita-4

IA2 Gen de la tirosin fosfatasa 2

IA2[3 Gen de la tirosin fosfatas@ 2

ICAs Anticuerpos anti-células de islote

ICC indice cintura/cadera

IMC indice de masa corporal

K-ATP Canal de potasio dependiente de ATP
kb Kilobases

Kca Canal de potasio activado por calcio
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kHz
Kir
Kir6.2

MODY

MQ
ML
NBDs
NBF
ng

nL

nm
OMS
pb
PCR
PEG
P9
PHHI
PNDM
POD
PP
rpm
SSCP

SNP
SUR
TE
TEVC
TFIIA
TNDM
U

Ul

Kilogramos

Kilo Hertz

Canal rectificador entrante de potasio

Canal rectificador entrante de potasio 6.2
Kilo pares de bases

Canal de potasio dependiente de voltaje
Litro

Molar

Metro cuadrado

Magnesio Adenosin difosfato

Miligramos

Minutos

Mililitros

Milimetros

Milimolar

Milisegundos

Milivoltios

Maturity Onset Diabetes of the Young (Diabetes del adulto en el
joven)

Mega ohms

Microlitros

Dominios de union a nucleotidos

Factores de union a nucledétidos
Nanogramos

Nanolitros

Nandémetros

Organizacion Mundial de la Salud

Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa
Polietilenglicol

Picogramos

Hipoglucemia hiperinsulinémica persistentdalmfancia
Diabetes mellitus neonatal permanente
Peroxidasa

Polipéptido pancréatico

Revoluciones por minuto

Sngle strand conformational polymorphism (Polimorfismo de
conformacion de cadena individual de ADN)
Polimorfismo de un solo nucleétido
Receptor de sulfonilureas

Tris/ EDTA

Fijacion de voltaje con dos electrodos
Factor de transcripcion de la ARN polimerdHa
Diabetes mellitus neonatal transitoria
Unidades

Unidad internacional
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FIGURAS

Antecedentes

Figura 1.1 Modelo de desarrollo de la @pilNgn3 induce la expresion de
Pax4, estas células también expresan NkxRI2x®.1 antes de
la expresion de Isletl y Pax6. Actividades paralala Pax4 y
Nkx2.2 permiten la diferenciacion hacia la célglmadura.

Figura 1.2 Esquema de la cascada derésctie transcripcion que promueven

la formacion de célulag secretoras de insulina. En ratones
Nkx2.2-/- y Pax4-/- no hay células positivas a insulina; sin
embargo tienen otro tipo de células endocrinas exesan la
hormona grelina.

Figura 1.3 Modelo de la actividad de Rli2en el desarrollo del pancreas.

Figura 1.4 Via de diferenciacion de la cél@l@ancreatica. La expresion de
neurogenina 3 conlleva a la célula progenitora adestino
endocrino. Nkx2.2 permite que el progenitor progréscia un
estado donde se expresa Nkx6.1, la ausencia de Nkg8lleva a
fallo en la diferenciacion hacia célyda En ausencia de Nkx6.1 el
progenitor no queda en un estado indiferenciadm sjue se
pierde.

Figura 1.5 El canal & es un hetero-octamero formado por 4 subunidades
Kir6.2 formadoras de poro y 4 subunidades receptale
sulfunilureas-regulatorias. Kir6.2 se conforma pos dominios
transmembranales unidos por un bucle poro. SURZiermn
multiples dominios transmembranales y dos domidesinion a
nucledtidos citosolicos (NBDs), cada uno de loslesigontiene
motivos andadores (Walker A y B), involucrados &madtivacion
del canal por la unién de MgADP.

Figura 1.6 Esquema de la célglpancreatica y la regulacion de la secrecion
de insulina via canal de potasio Kir6.2.

Figura 1.7 Esquema que representa al canglp Kconformado por la
subunidad Surl y Kir6.2. Se observa la posiciomtingl del
polimorfismo E23K, proximo al N-terminal de la peata

Figura 1.8 Esquema del poro formado por Rirénuestra la localizacién de
los polimorfismos E23K e 1337V.

Figura 1.9 Ovocito del periodo V 6 VI.
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Resultados

Figura 5.1 Productos de PCR caffP] dCTP, de muestras de diabéticos de
inicio temprano y tardio.

Figura 5.2 Fotografia tipo de un gel délawida al 5.4% sin glicerol / 200 v /
18 horas. Productos de PCR cBR del gen nkx2.2, exén 1 en
diabéticos de inicio temprano.

Figura 5.3 Productos de PCR de las masste diabéticos de inicio
temprano y tardio.

Figura 5.4 Electroferogramas del exdn uniE gen Kir6.2, analizados
mediante el programa SeqScape v2.6. R = guanioagénina; G
= guanina y A= adenina.

Figura 5.5 Electroferogramas del exdn uniE gen Kir6.2, analizados
mediante el programa SeqScape v2.6. S = citosimaguanina;
C= citosina y G = guanina.

Figura 5.6 Electroferogramas del exdn uniE gen Kir6.2, analizados
mediante el programa SeqScape v2.6. Y = citosimatyhina; C
= citosina y T= timina.

Figura 5.7 Electroferogramas del exoéncaindel genKir6.2, analizados
mediante el programa SeqScape v2.6. R = guanicaagenina,
G= guanina y A= adenina.

Figura 5.8 Topologia putativa de Kir6/duestra la localizacion de los
polimorfismos identificados.

Figura 5.9 Fotografia de gel de agarosa.%#. Identificacion de la clona
con el fragmentir6.2 de humano por digestion con la enzima
EcoRI. Marcador de bases:d74 RF DNAI Haelll.

Figura 5.10 Fotografia de gel de agaroshS¥b. Producto de la digestion de
la construccion pGEMKir6.2 de humano por digestién con la
enzimaSpel. Marcador de pares de base®1¥4 RF DNAI Hae
[11 (izquierda) y 100 pb (derecha).

Figura 5.11 Protocolo para el ensayo elesiabgico en canales de potasio
rectificadores entrantes (Kir6.2).
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus es la enfermedad endocrinacmisin en México, especificamente la
diabetes tipo 2 cuya patogénesis aun es descongaidambargo, se considera que es el resultado

de la combinacién de factores genéticos, nutritesmaambientales.

La participacion de factores genéticos en la desbepo 2 es indudable. A juzgar por las
marcadas diferencias raciales y étnicas en su lpresia, por la asociacion entre prevalencia y
mezclas genéticas hibridas, por el alto grado deardancia en gemelos homocigéticos y por la
evidente distribucién familiar de la enfermedad.disqueda de genes especificos para la diabetes
tipo 2 reproduce la controversia en torno a cudlesastorno inicial que participa en la patogenia
de la enfermedad, en la que predominan dos coegenmtefectos en la sintesis y secrecion de
insulina y defectos en su accion a nivel celularieQes proponen que el problema inicial es la
resistencia a la insulina en las células, se emzama la busqueda de factores genéticos en relacion
con este defecto, mientras otros investigan loaraegtos genéticos de la secrecion pancreatica

deficiente.

Asi, se han propuesto tres estrategias para fidentjenes responsables de la diabetes tipo

2: clonacion posicional, expresion diferencial éeeps y genes candidatos.

1.- Clonacion posicional: permite encontrar y maggmes en una region cromosomica particular
sin conocer previamente el producto del gen, estease con ayuda de marcadores moleculares y
bibliotecas de ADN.

2.- Expresion diferencial de genes: busca ideatifgenes que se expresan o dejan de expresarse en

condiciones distintas: sujetos sanos y enfermesfermos controlados y sin control.

3.- Genes candidatos: analiza la frecuencia denpdiismos en diversos genes que codifican para
proteinas involucradas en la regulacion de la glacyg se compara en grupos de personas sanas y

diabéticas.

En este contexto, el objetivo de la tesis es zaalla busqueda de polimorfismos de
secuencia en los genes candidaiz2.2, Nkx6.1 y Kir6.2 a través de su secuenciacion, en 50
individuos con diabetes tipo 2 de inicio temprare0yindividuos de inicio tardio, que sirvan como

marcadores de la poblacién mexicana.

[11]



RESUMEN

Antecedentes La diabetes tipo 2 (DT2) es la enfermedad endéacmas comun en
México, con una prevalencia de 12.9%. En este iestsml evaluaron los genéx2.2,
Nkx6.1, los cuales codifican para factores de trans@ipdel tipo homeodominio Kir6.2,
gue codifica para el canal de potasio ATP-sensib#0s genes son importantes para el
desarrollo y funcidn del pancreas, respectivamere.variantes E23K e 1337V en Kir6.2
se han asociado con DT2 en poblaciones asiaticasigasicas. Sin embargo, su relacion
con la susceptibilidad de DT2 en poblacion mexidamaido poco estudiada.

Hipotesis Dado que los genelNkx2.2, Nkx6.1 y Kir6.2 participan en el desarrollo y
funcién de las células pancreaticas, se esperalguaas de sus variantes polimoérficas se
asocien con la diabetes tipo 2.

Objetivo: Determinar la presencia de polimorfismos en lesegNkx2.2, Nkx6.1 y Kir6.2
en pacientes diabéticos tipo 2 de inicio temprade jnicio tardio.

Metodologia Se evaluaron 100 alelos de DT2 de inicio tempkad afios), 100 alelos de
DT2 de inicio tardio (> 40 afios) y 100 alelos dataales no diabéticos (> 60 afios) para
cada uno de los genes. Los pacientes fueron rdoluten el Hospital Juarez de México.
Todos los participantes fueron de origen mexicanoak menos tres generaciones y
firmaron una carta de consentimiento. El proyeate &iprobado por el Comité Etico
Institucional. Los alelos para cada gen se amplific por PCR y se secuenciaron por
PCR-secuenciacion directa. Los parametros de lab@alinico se midieron por técnicas
estandarizadas. Para evaluar el efecto de los ERBs, R325C e 1337V sobre la actividad
biologica del canal ke sensible, se utilizo la técnica de Fijacion detajel con dos
microelectrodos (TEVC). El analisis estadistico fealizado con el paquete estadistico
SPSS.

Resultados En el genKir6.2 se detectaron 4 cambios de sentido erroneo E23R0\,
R325C e 1337V. De manera interesante, las variaB23K e 1337V en su forma
homocigota para el alelo menor, presentaron aséoiazon DT2, principalmente en el
grupo de DT2 de inicio temprano (OR = 1.917 (1.6483)p = 0.003 y OR = 2.054
(1.092-3.804)p = 0.024, respectivamente). El ensayo biologico reveld gjumnal mutante
(K23K-R325C-V337V) tuvo mayor actividad que el chsitvestre (E23E-R325R-13371p

= 0.045) y esto implica la pérdida de sensibilidaATP. No se encontraron polimorfismos
en los geneblkx2.2, Nkx6.1.

Conclusiones Los hallazgos sugieren que las variantes E2383&V del gerKir6.2, en

su forma homocigota para el alelo menor, puedersisgeridas como factores de riesgo
para el desarrollo de DT2 de inicio temprano gomolalacion mexicana. Asimismo, la triada
de las variantes K23K, R325C y V337V confiere magetividad al canal de potasio ATP-
sensible, ya que disminuyen la afinidad por el ATRn consecuencia, en los pacientes
diabéticos tipo 2 disminuye la secrecion de insulin

[12]



1. ANTECEDENTES
1.1 DEFINICION

La diabetes mellitus es un grupo de enfermedades metabdlicas caraciasizzor
hiperglucemia, consecuencia de defectos en lagénrg/o en la accion de la insulina. La
hiperglucemia crénica se asocia a largo plazo efiwddisfuncién e insuficiencia de varios

organos especialmente ojos, riflones, corazon, onarddral y vasos sanguineos.
1.2 Q_ASIFICACION

El comité de expertos de la Asociacion AmericapaDdabetes (ADA) y de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), propusieemmel afio 2000, la clasificacion

siguiente de la diabetes atendiendo a las caudasedéermedatt’.

1.2.1 Diabetes tipo 1se caracteriza por la destruccion de las célflgmncreéticas,

deficiencia absoluta de insulina (insulinodepenigigny tendencia a la cetoacidosis.

A. Diabetes mediada por mecanismos inmunoldgicos.ciAda a genes$iLA,
presenta anticuerpos anti-islotes (ICAs), anti-ddsmxilasa del acido glutamico

(antiGADs) y anti-tirosin fosfatasa (IA2 e 182

B. Diabetes idiopatica: Con el mismo comportamientotalm@ico, pero sin

presencia de anticuerpos ni asociacion de gdhés

1.2.2 Diabetes tipo 2se caracteriza por insulino-resistencia y defideifico absoluta) de
insulina. Los pacientes que padecen la enfermedadah un grupo heterogéneo la

mayoria obesos y/o con distribucién de grasa pragortemente abdominal.

Presentan una fuerte predisposicion genética no dédinida (multigénica), niveles de
insulina plasmatica normal o elevada, sin tendsnaida acidosis. Responden a dieta e
hipoglucemiantes orales, aunque muchos con el tiereguieren de insulina para su

control.

1.2.3 Diabetes gestacionakaracterizada por hiperglucemia que aparece eunrsb del

embarazo y puede desaparecer al término de éstisistpy como intolerancia a la glucosa.
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1.2.4 Otros tipos especificos

A. Defectos genéticos de la funcidn de la céfula
1. Cromosoma 12, HNFed(antes MODY 3)
2. Cromosoma 7, glucocinasa (antes MODY 2)
3. Cromosoma 20, HNFed(antes MODY 1)
4. DNA mitocondrial
5. Otras
B. Defectos genéticos en la accion de la insulina
1. Resistencia insulinica tipo A
2. Leprechaunismo
3. Sindrome de Rabson-Mendenhall
4. Diabetes lipoatrofica
5. Otras
C. Enfermedad del pancreas exdécrino
. Pancreatitis
. Traumatismo / pancreatectomia
. Neoplasia
. Fibrosis quistica
. Hemocromatosis
. Pancreatopatia fibrocalculosa
. Otras
ndocrinopatias
. Acromegalia
. Sindrome de Cushing
. Glucagonoma
. Feocromocitoma
. Hipertiroidismo
. Somatostatinoma
. Aldosteronoma
. Otras
E. Sustancias quimicas o farmacos capaces de intlabites.
. Vacor
. Pentamidina
. Acido nicotinico
. Glucocorticoides
. Hormona tiroidea
. Diazoxido
. Agonistas adrenérgicfs-
. Tiacidas
. Difenilhidantoina
10. Interferéru
11. Otras
F. Infecciones
1. Rubéola congénita
2. Citomegalovirus
3. Otras

~NOoO ok, WNE

D.

m

cCONO O WNE
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G. Formas poco comunes de diabetes mediada inmunatagnte
1. “Sindrome del hombro rigido”
2. Anticuerpos contra el receptor de la insulina.
3. Otras
H. Otros sindromes genéticos asociados a veces abetds
. Sindrome de Down
. Sindrome de Klinefelter
. Sindrome de Turner
. Sindrome de Wolfram
. Ataxia de Friedreich
. Corea de Huntington
. Sindrome de Lawrence-Moon-Beidel
. Distrofia miot6nica
. Porfiria
10. Sindrome de Prader-Willi
11. Otras

O©CoO~NOUIA WNPE

1.3FACTORES DE TRANSCRIPCION

Los factores de transcripcion pertenecen a una elaplia de proteinas que regulan
la expresion de genes, mediante mecanismos deaeidtivo de supresion. Generalmente,
estas proteinas se unen a una secuencia de ndotedtispecifica en la region
promotora/amplificadora del gen diana y regularvdéocidad de transcripcion mediante

interaccidn con otras proteinas accesorias.

Algunos factores de transcripcion no necesariamsanteen al ADN para regular la
transcripcion, pero si a otras proteinas reguladgeaunidas al ADN y de esta manera
intervienen en el proceso. También pueden unirsseguestrar a otros factores de

transcripcion para suprimir la transcripcion det géana?.

La superfamilia de factores de transcripcion esténfda por distintas clases de
proteinas: hélice-asa-hélice basica, dedos dezpper de leucina y hélice-giro-héli¢&.

1.- Hélice-asa-hélice basica (bHLH3s proteinas que poseen este motivo tienen tanto |
capacidad de union al ADN como la de formar dimgimdas comparten un motivo comun
de secuencia: un segmento de 40-50 aminoacidosaqniene 2 hélices separadas por

una region de union (asa) de longitud variable.

[15]



La capacidad para formar dimeros se sita en diceh@nfipaticas, y es comun a
todas las proteinas con dominios HLH. La mayorepdet estas proteinas tienen una region
altamente basica adyacente al motivo HLH, que essaio para su unién al ADN.

Los miembros de este grupo de proteinas que tiestn regidbn se denominan
proteinas bHLH y pertenecen a dos grupos pringpédeclase A, formada por proteinas de
expresion ubicua y la clase B, formada por proteinee se expresan de manera especifica
de acuerdo al tipo de tejido. Unodus operandi comun para una proteina especifica de
tejido bHLH seria la de formar un heterodimero octva proteina de expresion ubicua.

2.- Motivo dedo de zinc: se identifico originalmemn el factor TFIIIA, necesario para que
la ARN polimerasa lll transcriba los genes de ARI$. Posteriormente se encontré en
otros factores de transcripcion y una variantegde motivo se encontré en los receptores

de esteroides.

Es una estructura secundaria de union al ADN, fdempor dos lamina$
antiparalelas y una hélice que se mantienen estables gracias a cuatro enties
coordinacién que se establecen con un atomo de Eme@stos enlaces estan implicados

dos residuos de histidina de la hélicg un residuo de cisteina de cada lanfina

3.- Zipper de leucina: consiste en un tramo de aminoacidosunaesiduo de leucina cada
siete posiciones. Forma dimeros al interaccionaratm polipéptido que posee el mismo
motivo. Junto a cadapper hay secuencias ricas en aminoacidos con cargévpogue

pueden estar implicados en la union al ADN.

4.- Hélice-giro-hélice (homeodominio): coloca urididea en el surco mayor del ADN y la

otra forma un &ngulo con respecto a éste. Unantaride este motivo se encontré en la caja
homeo identificada inicialmente en varias proteitadificadas por genes relacionados con
la regulacion del desarrollo derosophila. Posteriormente se ha encontrado en varios

factores de transcripcion de mamiferos.

Mucho de lo que se sabe acerca de los factoresadsctipcion es por el uso de
modelos animales genéticamente modificados, taleedos ratoneknockout para genes
comopdxl, pax4, nkx2.2, nkx6.1, de tipo homeodominio geuroD1/beta2, de tipo bHLH,
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entre otros. Estos gen&sockouts se usan para identificar mutaciones en varios ggene

ortélogos presentes en individuos con diabetesipmnogénica familidf’.

Entender la importancia de los factores de trapsiém durante el desarrollo
pancreatico permite abordar la patogénesis dealaeths, en la cual la masa de célfflas
productoras de insulina disminuye, pues se sabe aqueindividuos diabéticos, el
desequilibrio en la homeostasis de glucosa es daysar la pérdida o disfuncién de la

secrecion de insulina por parte de la céfufmncreatic& 9.

También, se ha reportado que en las poblacionggicasi la deficiencia en la
secrecion de insulina es caracteristica de la tiabgpo 2!, De modo que los genes
involucrados en la funcién de la célfdgpancreatical PF1, NEUROGS3, PAX6, Nkx2.2 y

Nkx6.1, entre otros) son genes candidatos para el estedesta enfermedad.

1.4Nkx2.2 Y DIABETES

El gen Nkx2.2 es miembro de la familia NK2, en humanos se ul@nael
cromosoma 20 banda p11.23, consta de dos exoneadobi a lo largo de una region
aproximada de 3.5 kpb. El exén 1 incluye la red@8no traducida, los codones 1-86 y el
primer nucledétido del codén 87, el exdn 2 incluysegyundo y tercer nucleétidos del codon
87, codones del 88-273 y la region 3’-no traducida. secuencia de aminoacidos es
altamente conservada con un 98% de identidad katrano y raton, asi como un 93% de
identidad en la secuencia de nucledtidos de lamegodificante para la proteindkx2.2
codifica para una proteina de 273 aminoacidos goneidna como factor de transcripcién
del tipo homeodominio expresado en el sistema osoviy el pancreas. Este factor de
transcripcion tiene un papel fundamental en la agg@hesis pancreatica, ya que se expresa
de manera temprana en el desarrollo de este Orgaastringe su expresion de manera

tardia hacia la formacién de célutasB y PP del islote pancreati€®

Se reporté que la produccion de Nkx2.2 en el dekbardel pancreas humano, es
alta en célulag y a; a la vez, en estudios con ratones transgénicansentrdo que la

funcidn de Nkx2.2 es predominantemente represargug bloquea la diferenciacion hacia
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2.HIPOTESIS

Dado que los gendgkx2.2, Nkx6.1 y Kir6.2 participan en el desarrollo y funcion de
las células pancreaticas, se espera que algunasideariantes polimérficas pudieran

asociarse con la diabetes tipo 2.

3.0BJETIVOS
3.10BJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de polimorfismos en losegéx2.2, Nkx6.1 y Kir6.2 en

pacientes diabéticos tipo 2 de inicio temprano jnago tardio.

3.20BJETIVOS PARTICULARES

» Determinar la presencia y/o frecuencia de polinsarbs en el geNkx2.2, Nkx6.1
y Kir6.2 en individuos con diabetes tipo 2 de inicio tempray tardio,
comparando con personas sanas.

» Correlacionar los polimorfismos detectados con p@sametros bioquimicos,
hormonales y los datos clinicos de los pacientes.

» Determinar si los polimorfismos afectan la funcidded de Kir6.2 en ovocitos de

Xenopus laevis.
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4. METODOLOGIA
4.1 MUESTRAS

Se tomaron 30 ml de sangre periférica de 50 pessdiadéticas con menos de 35
afos de edad y de 50 personas diabéticas con nddsaf®s de edad. Se incluy6 un grupo
control de 50 personas mayores de 65 afios que aecipaan diabetes y que ningun

miembro de su familia, al menos en tres generasjdneiera sido diabético.

Todas estas personas firmaron una carta de coidfinpara participar en este

proyecto de investigaciompéndice Ill).

Criterios de inclusién:

» Pacientes con diagnostico de diabetes tipo 2.

» Pacientes diabéticos sin datos que indiquen autoiidad.

» Pacientes diabéticos cuya enfermedad fuera deteatatés de los 35 afos de edad
(Diabéticos de inicio temprano).

» Pacientes diabéticos cuya enfermedad fuera deteckasbués de los 45 afios de
edad (Diabéticos de inicio tardio).

» Pacientes diabéticos con antecedentes heredofeenitia diabetes.

= Pacientes no obesos (IMC > 30).

= Pacientes con cualquier género de tratamiento.

Criterios de exclusiéon

» Pacientes con diagnostico de diabetes tipo 1.
= Pacientes con diagnostico de diabetes secundaaacrgatitis, infecciones,
traumatismos, por farmacos, etc.).

= Pacientes con diabetes tipo MODY
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4.1.1 Determinaciones bioquimicas

Estas se realizaron con la finalidad de determimsrconcentraciones de glucosa,
colesterol total y triglicéridos presentes en @spia, y asi conocer el estado metabdlico
tanto de los pacientes diabéticos tipo 2 como dentodiabéticos. Se utilizaron estuches

comerciales enzimatico-colorimétricos de la mardganat lab.

Glucosa se oxida en presencia de la enzima glucosa &i(@@®D) a acido gluconico y
perdxido de hidrégeno, éste ultimo reacciona esgmea de la enzima peroxidasa (POD)
con 4-hodroxibenzoato y 4-aminofenazona para foremarcomplejo rojo-violeta de
quinona. La intensidad del color es directamentgpgncional a la concentracién de la
glucosa.

Glucosa + @+ H,0 _S°° | Acido gluconico + 5D,
2H,0, + 4-Aminofenazona + 4-hidroxibenzoatd®®® » Complejo quinona

Colesterot La colesterol estearasa (CE) hidroliza los éstpaga originar colesterol libre y
acidos grasos. El colesterol libre producido masaésterol preformado se oxida en
presencia de la enzima colesterol oxidasa (CHOI gar colesten-3-ona y peroxido de
hidrogeno. Un cromdgeno quinonimina, con absorcitaxima de 500 nm, se produce
cuando el fenol se acopla oxidativamente con 4-af@inazona en presencia de peroxidasa
(POD) con peroxido de hidrogeno. El color rojo espprcional a la concentracion total del

colesterol.

Esteres de colesterol _E, Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + @ M98 Colesten-3-ona +49.

H,0, + 4-aminofenazona + fenol"°2,  2H0, + O-quinonimina roja

Triglicéridos:

a) El glicerol y los acidos grasos se forman en unimgma etapa por accion de la
lipasa sobre los triglicéridos.
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b) El glicerol se fosforila por el adenosin-5'-trifasd (ATP) para producir glicerol-3-
fosfato (G3P) y adenosin-5'-difosfato (ADP) en umccion catalizada por la
glicerol cinasa (GK).

Glicerol + ATP _®X,  G3P + ADP

c) El G3P es oxidado por la glicerol fosfato oxidasaPQ) produciendo
dihidroxiacetona fosfato (DAP) y peroxido de hideag.
G3P+Q _°°, DAP+HO,

d) Los peroxidos reaccionan con 4-aminoantipirinagtotefenol mediante la catélisis

de la peroxidasa (POD) para formar una quinoneiméeolor rojo.

POD

2H,0, + 4-aminoantipirina )

quinoneimina + HCI + 44D + 4-clorofenol

4.1.2 Determinaciones hormonales

a) Insulina
Se utilizé el estuche comercial de Diagnéstico &ystLaboratorios Inc (DLS).
La insulina se midi6 mediante un radioinmunoarglte fase soélida, donde la insulina
marcada con® compite durante un tiempo fijo con la insulinegente en la muestra, por
sitios de unidon al anticuerpo especifico de lalinau Debido a que el anticuerpo esta
inmovilizado en la pared del tubo de polipropilelzosimple decantacion del sobrenadante
es suficiente para terminar la competencia y aislaraccion de anticuerpo unido a la
insulina marcada con el isétopo. La lectura debteb un contador gamma proporciona un
namero que se convierte por medio de una curvaatibracion en una medida de la
insulina presente en la muestra.
Célculos
Primero se calculd la media de las cuentas denurocespecifica:
Cuentas netas = (Media CPM) — (Media de CPM de unidno especifica)
Donde: CPM = Cuentas por minuto
Posteriormente, se determind la union de cadagdesfubos como un porcentaje

de la union maxima, tomando las cuentas corregidas:
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. ., nt t
Porcentajedeunion= Cuentagietas x100

Cuentasietasde uniéon maxima

En un papel grafico logaritmico se representé etgtaje de unidn en el eje vertical
frente a la concentracion en el eje horizontaldt@gnico) para cada calibrador y se dibujo
la linea que pasa por los puntos. Los resultaddasimuestras se leyeron en la curva por
interpolacién. Los datos se graficaron y calcularom un contador de radioactividad marca
Pakard.

b) Glucagon
Para la determinacion de esta hormona, se utiliasteche comercial de Diagnostic
Products Corporation (DPC). Se realizé un radioinoanalisis secuencial. Después de
preincubar la muestra del paciente con un anticuami-glucagon, el glucagon marcado
con *?3 compite con el glucagon de la muestra por Idssside unién de los anticuerpos.
Después de incubar por un determinado tiempo, fearaeion del glucagon unido al
anticuerpo y el libre, se logra mediante un métddodoble anticuerpo acelerado por
polietilénglicol (PEG), seguido de una centrifugeciLuego, el precipitado que contiene la
fraccion unida al anticuerpo se lee en un contaglonma y las concentraciones de
glucagon se leen en una curva de calibracion.
Célculos
Primero, se calcul6 la media de las cuentas deibus de unién no especifica:
Cuentas netas = (Media CPM) — (Media de CPM de uniono especifica)
Donde: CPM = Cuentas por minuto
Posteriormente, se determiné la union de cadagdesfubos como un porcentaje
de la unién maxima, tomando las cuentas corregidas:

. ., nt t
Porcentajedeunion= Cuentagietas x100

Cuentasietasde uniéon maxima

En un papel grafico logaritmico se representé etgtaje de unidn en el eje vertical
frente a la concentracion en el eje horizontaldt@gnico) para cada calibrador y se dibujo

la linea que pasa por los puntos. Los resultaddasimuestras se leyeron en la curva por

[35]



interpolacion. Los datos se graficaron y calcularon un contador de radioactividad marca
Pakard.

c) Péptido C

Se utilizé el kit Péptido C de la Insulina RIA déaBnostic Systems Laboratories,
Inc (DSL). Para la determinacion cuantitativa deptig@ C en suero o plasma. El
procedimiento sigue el principio basico del radimimoensayo, que consiste en la
competicion entre un antigeno radioactivo y otroradioactivo por una cantidad fija de
lugares de unién a anticuerpos. La cantidad deiqmé@ marcado cort® | unida al
anticuerpo es inversamente proporcional a la cdrex@dn de péptido C presente, sin
marcar. La separacion del antigeno libre y el uradanticuerpos se realiza rapida y
facilmente mediante un sistema de dos anticuerpos.
Célculos

Primero se calcul6 la media de las cuentas denurocespecifica:

Cuentas netas = (Media CPM) — (Media de CPM de unidno especifica)

Donde: CPM = Cuentas por minuto

Posteriormente, se determind la union de cadagdejubos como un porcentaje

de la unién maxima, tomando las cuentas corregidas:

Porcentajedeuniéon= Cuentagietas x100

Cuentasietasde unién maxima

En un papel grafico logaritmico se representé etgtaje de unidn en el eje vertical
frente a la concentracion en el eje horizontaldt@gnico) para cada calibrador y se dibujo
la linea que pasa por los puntos. Los resultaddasimuestras se leyeron en la curva por
interpolacién. Los datos se graficaron y calcularom un contador de radioactividad marca
Pakard.

4.1.3 Extraccion de ADN

El ADN se extrajo mediante una técnica estandarifibada por Buffone y
Darlington®, a partir de leucocitos contenidos en 10 mL deysaperiférica. Para ello,

los 10 mL de sangre fueron colocados en tubos aérde 50 mL que contenia heparina
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para evitar la coagulacion; se agregaron 25 mL alac®n Sacarosa/ tritbn 2X, se
incubaron en hielo durante 10 min; se centrifugad000 rpm/15 min y se descart6 el
sobrenadante de cada tubo, posteriormente se agmegjanL de solucién Sacarosa/triton
1X; se centrifugaron a 2000 rpm/15 min y se decantis tubos. A los botones obtenidos
se les agregaron 3 mL de buffer de lisis, se mextisuavemente y se les adiciond dodecil
sulfato de sodio al 10%, se agitaron cuidadosamgnge les agregaron 100L de
proteinasa K al 0.5%. Los botones se disolvieraseyincubaron a 37 °C durante 18 h;
finalmente, se les agregd 1mL de una solucion d€lNsaturada y se les agito
vigorosamente para posteriormente centrifugarld00 rpm/15 min. El sobrenadante de
cada tubo se recuperé en diferentes tubos conieodsdmL. EI ADN se precipitd
adicionando 2 volumenes de etanol al 95%, con wdlay de vidrio (pipeta pasteur
sellada) se tomo el ADN y se lavo en etanol al fi&a eliminar el exceso de NaCl. El
etanol se removié por evaporacion y el ADN se n@sndio en buffer TE (Tris-HCI-

EDTA). La preparacion de los reactivos puede verselApéndice |I.

El ADN fue cuantificado espectrofotométricamenté0/280 nm) para conocer el
grado de pureza (1.8-2.0 nm) y concentracion. Asima, cada uno de los ADN fueron
purificados mediante un estuche @eneclean turbo for PCRe Qbiogene para utilizarlos

en estudios moleculares.

4.1.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta técnica molecular se utiliza para amplificarvitro un segmento de ADN
especifico, utilizando una ADN polimerasa, un teadpl de ADN genoémico Yy
oligonucleodtidos especificos que flanquean el segona ser amplificado. Para el gen
Nkx2.2se disefiaron los oligonucleétidos de acuerdosgdaencia reportada por Furuta y
cols.l*¥; en el caso del gelkx6.1se disefiaron de acuerdo con la secuencia repgtada
Inoue y cols*® y para el gerKir6.2 se disefiaran de acuerdo con la secuencia reportada
por Flanagan y col$®®. La Tabla 4.1 muestra los oligonucleétidos que se utilizarorelen

estudio.
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Tabla 4.1. Oligonucleétidos para los gendskx2.2, Nkx6.1y Kir6.2

Talla
Region Sentido(5-3) Antisentido(5’-3’)
(pb)
Nkx2.2
Exon 1 ACGAATTGACCAAGTGAAGCTAC | AACCCGGGCTGCGGCTGCAGAAT | 380
Ex6n 2-1 | ATCCAGGGTGCTCCGAGTCTGGTGCA  CGCGCTTCATCTTSGCGGT 377
Ex6n 22| GAGCGCGAACACCTGGCCAGCCTC| GTGGAGCCGAGAGTCGBACGACT | 494
Nkx6.1
Ex6n 1 CGTGGGATGTTAGCGGTGGG CTGGCCTGTACCCCTCGTGAG | 982
Exon 2 CACAGATCAAGGATCCATTTTG AGAGAGTCAGGTCAAGGTGAG | 189
EXon3 |  CAGGTCTGGTTCCAGAACCGCCG CGGAGAGCTCATCCTGAACGCCG 273
Kir6.2
Exén
Ginico CCGAGAGGACTCTGCAGT CCACATGGTCCGTGTGTA 131

4.1.5 Analisis de polimorfismo conformacional de aena simple (SSCP)

Este método molecular permite detectar alteracideeADN al basarse en el hecho
de que la sustitucion de una sola base es suficjgana alterar la movilidad de una sola

cadena de ADN que es sometida a electroforesis adas gde poliacrilamida no

desnaturalizantes. Dicha movilidad se atribuyerabtas conformacionales, resultantes de

sustituciones, inserciones o deleciones en unaneadid ADN.

Para efectuar esta técnica, se llevd a cabo unarRa@ada cono*’P] dCTP, los

productos amplificados se desnaturalizan a 95 Y@nde 5 min y posteriormente cargados
en un gel de poliacrilamida al 5.4% y 8% en preisepicausencia de glicerol al 10%. La
electroforesis se llevo a cabo en un cuarto a testyra ambiente a 200 v y durante 18 h.
El gel se coloco en un desecador (Gel Dryer GD2#hnet) a 75 °C durante 1 h y una vez

seco se le expuso a una pelicula radiografica (XAOMKodak) durante 12 h para

revelarlo. La preparacion de reactivos y geles puedisultarse en dpéndice |I.
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4.1.6 Secuenciacion

Esta se realizdO mediante el estuche comercialsg@lenciador 3130de Applied

Biosystems.

4.2ENSAYO BIOLOGICO

Con el fin de conocer los efectos de polimorfismitms mutaciones presentes en la
secuencia del geKir6.2, se realizd el ensayo bioldgico mediante la expneketerdloga
en ovocitos d&Xenopus a los cuales se les inyecto el ARN complemeni@iidetizadan
vitro) de las muestras que presentaron polimorfism@nsturridas 78 h de incubacion a
18°C, se evaluaron las corrientes del cangbken el ovocito mediante Fijacion de voltaje

con dos microelectrodos (TEVC).

4.2.1 Biologia molecular

Se seleccionaron las muestras A-20 y DM-39, iimgna corresponde al grupo de
personas no diabéticas y tiene el genotipo silegsira las variantd€r6.2: E23K, L270l,
R325C e 1337V, la segunda pertenece al grupo deticms y tiene el genotipo mutante:
K23K, R325C e V337V. (Banco de genes D50582). Losdpctos de PCR fueron
utilizados como ADNc para obtener el ARNm que sead.

Reaccion de A-Tailing para productos de PCR romos

Se colocaron de 14iL de los productos de la PCR purificada, de ambassinas,
en tubos para PCR y se les adicionglL1de buffer de reaccion 10XagDNA polimerasa
con MgCh, dATP para una concentracion final de 0.2 mM, Ydames deTagONA
polimerasa y BO libre de nucleasas para un volumen final dall0Se incubaron a 70 °C
durante 15-30 min.
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Reaccion de ligacion en el pGEM-T Easy Vector &ysfPromega)

Se realizaron las reacciones siguientes como s#amnén lalabla 4.2y se
incubaron a 4°C durante toda la noche para obtmeéximo namero de transformantes.

La preparacion de los medios de cultivo se desefibelApéndice .

Tabla 4.2. Reacciones de ligacion en pGEM-T Easy dter

Reaccion Control Control
estandar positivo negativo
2X Rapid ligation buffer, T4 DNA 5uL 5ulL 5uL
ligasa
pGEM-T Easy Vector (50 ngl) lpuL lpuL lpuL
Producto de PCR XuL
Inserto-control DNA (4 ngil) 2uL
T4 DNA ligasa (3UdL) luL 1uL 1uL
H,O dd para un volumen final de il 10 uL 10 uL

*[(ng de vector * kb del inserto) / kb del vectoalfon molar inserto: vector] = ng de inserto.
1:1 = 21.5 ngKir6.2; 2:1 = 43 ngKir6.2y 3:1= 65 ngKir6.2

Transformacion de las células competentes de fattarecia IM109 (Promega)

Se prepararon 2 cajas petri con medio LB/ampi¢r@al/IPTG para cada
reaccion de ligacion y 2 cajas para determinar fleieacia de transformacion. Se
adicionaron 1L de cada reaccion a tubos de microcentrifuga@étériles y de 1.5 mL y
se transfirieron 5QL de células. Los tubos se colocaron en un bafiagia a 42 °C
durante 45-50 s y al término de este periodo spuss inmediatamente en el hielo durante
2 min. Posteriormente, se adicionaron 980de medio SOC y se incubaron con agitacion
durante 1.5 h a 37°C (~ 150 rpm). Se sembrarordpplicado 10QuL de cada cultivo de
transformacion en las cajas de LB/ampicilina ymsibaron a 37°C durante 16 a 24 h.
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Extraccion del ADN plasmido recombinante (Wiz&lds SV Minipreps DNA purification
system, Promega)

Se usaron colonias aisladas para inocular de i{1@e medio LB/ampicilina, se
incubaron con agitacion a 37 °C durante 12 a 1&lhtérmino de la incubacion se
cosecharon 1.5 mL y se centrifugaron a 10, 00Q % gnin, el sobrenadante se descarté y
se adicionaron 250L de Cell Resuspension Solution para resuspendepletamente los
botones de células, después se agregaroml28@ Cell Lysis Solution y se incubaron los
tubos hasta que la solucién se aclard, posteridarfaaron adicionados 10 de Alkaline
Protease Solution y nuevamente se incubaron a tatopg ambiente durante 5 min. Al
final de ésta, se agregaron 3p0 de Neutralization Solution y se centrifugd a nmaxi

velocidad (alrededor de 14, 000 x g) durante 10artemperatura ambiente.

Purificacion y extraccion del ADN plasmido por a@&ngacion

El lisado aclarado se transfiri6 por decantaciorcotumnas preparadas y se
centrifugaron a méxima velocidad /1min / tempemtambiente. Se descarto el filtrado se
adicionaron a las columnas {80 de Column Wash Solution y nuevamente se
centrifugaron a maxima velocidad / 1min / tempeem@mbiente. Se repitié el lavado con
250uL de Column Wash Solution y se centrifugé a maxuelacidad / 2min / temperatura
ambiente. Finalmente, las columnas se transfiriartubos de microcentrifugacion estériles
y se eluyé el ADN plasmido con 1Q4. de agua libre de nucleasas centrifugando a

maxima velocidad / 1 min / temperatura ambiente.

Secuenciacion

Se uso el oligonucledtido dirigido al promotor ldeT7 polimerasa para verificar
gue el inserto dKir6.2 quedo en sentido.

Secuencia: 5’-d(TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG)-3
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Linearizacion del plasmido

Para esta reaccion se tomaron dgsde ADN plasmido, 16.8L de HO bidestilada y
estéril, 2uL RE 10X Buffer, 0.2uL de BSA acetilada [1Qg/uL] y 0.5 uL del enzimaSpel
[10 U/uL] en un volumen final de 2QL. Se incub6 a 37 °C durante 4h y se paré la
reaccion con L EDTA 0.5 M, 2uL de acetato de sodio 3 M, 40 de etanol absoluto.
Se enfrio la mezcla a -20 °C/15 min y se centrifgdnaxima velocidad/15 min; el

sobrenadante se descarto y el ADN se resuspendiglede agua libre de nucleasas.

Sintesign vitro de ARN (mMessage mMMACHINE T7, Ambion-Applied Bigsgms)
1.- Reaccion de Transcripcion Capped

Se llevd a cabo la reaccion con i2de ADN plasmido lineal, gL de agua libre
de nucleasas, 1L de agua libre de nucleasas de 2X NTP / CARL. 2le 10X Reaction
Buffer y 2uL de Mix Enzyme. La reaccién se incub6 a 37 °C aig2 h.

2.- Precipitacion del ARN mediante Cloruro de Litio

Para detener la actividad enzimética se precgi®RN con 30uL de LiCl, se enfri6 a
-20 °C durante 30 min, posteriormente se centrifagdaxima velocidad durante 15 min y
a 4 °C, se removio el sobrenadante y el botdavgeuna sola vez con ~ 1 mL de etanol al
70%, se centrifugd nuevamente a -20 °C durante iBOpara eliminar los ribonucleétidos

no incorporados y el ARN se resuspendio enlbde HO-DEPC.

Cuantificacion del ARNm

Se utilizé el equipo NANODROP 1000 spectrophot@aneIHERMO scientific, ya
que utiliza un microlitro para determinar la cortcacion de la muestra y el grado de

pureza.

[42]



4.2.2 Electrofisiologia
Extraccién de ovocitos

Las ranas hembra dXenopus laevisse mantuvieron en acuarios con agua
declorinada y a temperatura de 14-18 °C, su alewén fue a base de higado de pollo y
alimento comercial para rana. Para la extracciotoglevocitos, la rana se coloc6é en un
bafio de hielo a fin de anestesiarla. Una vez quadd@unerte, se someti6 a una
minilaparatomia mediante una incision de aproximagl@#e 1 cm, en el abdomen y
paralela al pliegue inguinal. Se le extrajo paddas lI6bulos de ovocitos y después se le
suturdé por planos. Finalmente, se mantuvo aisladante un periodo de 24 h para su

recuperacion éptima.
Cultivo de ovocitos

Los I6bulos de ovocitos se lavaron con solucioBdeh sin calcio (Anexo 1) y se
separaron con pinzas y después se lavaron conolu@ads de colagenasa tipo 1A (1 ug/
mL) en solucion de Barth sin calcio, con agitacidranual cuyo tiempo se estimo
cualitativamente y la digestion se prolongd hastgemer ~ 50% de ovocitos aislados. El
proceso concluyé cuando se lavaron 5 veces a lodtog con solucion de Barth sin calcio
y se dispersaron en una caja Petri para su setec8® eligieron aquellos que estaban
intactos y en un estadio V o VI. Se usaron 30 dwscpor unidad experimental y se

incubaron en solucion de Barth a 18 °C.
Inyeccion de ovocitos

Con una micropipeta de inyecciéon (Drummond SdienBompany) y capilares de
vidrio ( Custom Glass, Drummond Scientific Compasg)inyectaron ~50 nL por ovocito
de ARNm con una concentracion de ~2 ng/pL. Los @aeecse sepfiararon en 4 grupos
experimentales: un control sin inyeccién, un cdmegativo inyectado con agua HPLC, un
control positivo inyectado con ARNm &ar6.2 en su forma silvestre y el grupo inyectado
con ARNm deKir6.2 en su forma mutante. Luego de la inyeccién logibes se incubaron
en solucién de Barth con antibidtico a 18 °C y swdiaron de 1 a 4 dias después de la

inyeccion. La solucion de cultivo se cambio diaregne.
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Registro electrofisioldgico

Los ovocitos se colocaron en una celda de plagtieo un medio con la siguiente
composiciéon (mM): 90 KCI, 1 MgG| 1.8 CaC4, 5 HEPES a pH 7.4 con KOH (ver
ANEXO 1). Para la manipulacién del ovocito se abtliun esteroscopio. Las corrientes
totales se obtuvieron con la técnica de electagia de fijacion de voltaje con dos
microelectrodos y usando un amplificador (TEV 2D@gan Corporation). Las pipetas de
registro se hicieron con capilares de borocilidegnados con una solucién de KCI 3M y
con resistencias de 0.5 a IMLuego de ubicar los dos microelectrodos, se nmédicel
modo de corriente el valor del potencial al cudligb neto de cargas fue igual a cero y a
éste se denomind potencial de reposo (Vm). Postegitte se registré a la célula en la
modalidad de voltaje. Se generaron pulsos de eadtaj-120 a 0 mV con un intervalo de 20
mV desde un potencial de mantenimiento de -10 na&. dorrientes se filtraron a 1 kHz y
se digitalizaron a 4 kHz con una interfase analdigdal (DigiData 1200 Interface, Axon
Instruments, Foster City, CA) y se midieron de 288-ms después de comenzar un pulso
de voltaje. La adquisicion y andlisis de los da®sealizd con los programas Clampex 10.1
y Clampfit 10.1. Los datos se analizaron con laglpas de ANADEVA y se consideraron

significativos con valores de< 0.05.

El estudio electrofisiolégico fue en colaboracidmmeel Dr. José de Jesus Garcia

Valdés, quien amablemente brindd soporte técnipaipes y material biologico

4.3 ANALISIS ESTADISTICO

Las pruebas estadisticas fueron realizadas med&niso del paquete estadistico

SPSS version 15.0 para Windows. Valorep d€0.05 se consideraron como significativos.

Desde el punto de vista estadistico, un polimmdisconstituye una variable
categorica con varios genotipos posibles y se soehsiderar como una categoria de
referencia al grupo de individuos homocigotos mdralelo mas frecuente. Para evaluar la
asociacion de un polimorfismo con la enfermedadosistruye una tabla de contingencia y

se contrasta la hipétesis de asociacién medianée puneba de?. También se puede
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calcular laOdds ratio(OR) de cada genotipo respecto a la referencia aaatificar la

magnitud de la asociacion.

Para ajustar los andlisis por posibles variabesahfusion como el género o el
IMC, se emplean modelos de regresion logistica ppreniten evaluar facilmente si hay

interacciones entre el polimorfismo y otros facsore
El modelo logistico se define por la ecuacioog [p/ (1-p)]=a+p G +y Z

Donde:a, p y v son parametros estimadgs;es la probabilidad de ser cads;es el
polimorfismo (que codifica los diferentes genotipdsA, Aa, aa) yZ es una 0 mas

variables por las que se desea ajustar el modelo.

Este andlisis permite definir varios modelos deshela posibles y son 4 los principales:

Modelo dominante, modelo recesivo, modelo aditivbgdelo codominante.

En este estudio se analizaron los datos bajo eklmagécesivo que supone como
necesarias 2 copias del alelo de menor frecueranria modificar el riesgo; por tanto,
heterocigotos (Aa) y homocigotos (AA) tienen el mmis riesgo y se compara la

combinacion de ellos respecto a los homocigotgs (aa
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5. RESULTADOS
5.1 MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

En laTabla 5.1se muestran los datos antropométricos de logjttgms de estudio.
Se observa la edad al momento del diagndstico @afermedad, para ambos grupos de
diabéticos. Asimismo, el indice de masa corpohM{) y el indice cintura cadera (ICC).

Tabla 5.1. CARACTERISTICAS ANTROPOMETRICAS

Caracteristica Grupo Mediana + DE Valores de referecia N° de sujetos
D. Tempranos 317 50
Edad Dx (afios) D. Tardios 52 +10 - 50
Control 59+9 50
D. Tempranos 285738 50
IMC (kg/n") D. Tardios 28.3+5.0 18.5-25 50
Control 26.3+34 50
0.9+0.03 10
D. Tempranos 092007 20
, 0952004 Hombres: 0.95 11
ICC D. Tardios 091005 39
i Mujeres: 0.85
Control 0.92 £ 0.04 18
0.86 £ 0.05 32

IMC, indice de masa corporal; ICC, Indice cinturadera.

El parametro edad fue importante para selecciooar drupos de estudio,
principalmente el control, pues se ha visto quedalencia de la diabetes tipo 2 aumenta
con la edad; de esta manera se tratd de garaqtiedos controles realmente representaran
a personas sanas, tanto por carecer de antecedeeredofamiliares como por no

desarrollar diabetes amén de su edad avanZada

Las medidas antropométricas como el indice de wageral (IMC) y el indice de
cintura / cadera (ICC) son indicadores del estadiiaonal de una persona y cuando
sobrepasan los valores de referencia indican seboep obesidad, que se convierten en
factores de riesgo importantes para el desarr@lerdermedades crénicas, incluyendo las

cardiovasculares, diabetes y caricér

Con el fin de interrelacionar factores genéticos leoinsuficiencia de la secrecion

de insulina (hipoinsulinemia), sélo se selecciona@quellos pacientes que no tuvieron un
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IMC mayor a 30 kg/h es decir, que no fueran obesos; pues se sabestpe pacientes

tienen resistencia hepatica a la insulina debidagaasa intraabdomin&f.

Pese a la minuciosa seleccién de los grupos, svabgque existe sobrepeso en los
tres grupos de estudio, no asi obesidad; lo cuabrsistente con las estadisticas reportadas
por la encuesta nacional de salud y nutricion zadh en 2006 (ENSANUT 2006), donde
se menciona que el 70% de los adultos mexicanogeseafectados por sobrepeso y

obesidad.

5.2 DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Dentro de los parametros bioquimicos que se enmluastan la glucosa, el
colesterol y los triglicéridos, en ayunas. Tabla 5.2 muestra la mediana y la desviacion

estandar para los parametros antes mencionados.

Tabla 5.2.PARAMETROS BIOQUIMICOS

Parametro Grupo Mediana + DE Valores Qe N° de sujetos
referencia
D. Tempranos 207.1x77.1 50
Glucosa (mg/dL) D. Tardios 198.3+90.3 70-100 mg/dL 50
Control*** 89.4+134 50
D. Tempranos 204.6 + 50.8 50
Colesterol (mg/dL) D. Tardios 192.3+41.4 < 200 mg/dL 50
Control 203.9+35.5 50
Triglicéridos D. Temprarjos*** 2745+ 2326 50
(mg/dL) D. Tardios 178.5+ 106.6 50-150 mg/dL 50
Control 127.2 £ 140.9 50

(***), p < 0.0001, Prueba no paramétrica: Kruskal-Wallis.

La determinacion de la glucosa plasmaética fue itapbe para estimar el control del
estado diabético. Ambos grupos de diabéticos tienegles de glucosa plasmatica muy
elevada. Si se considera que se trata de pacieajesratamiento médico, sus niveles de
glucosa deberian ser mas estables y presentarttom pgeramente mas alto al de los

individuos normoglicémicos, pero no con marcadardiicia p < 0.000).
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En la determinacion del colesterol total plasmaticm se observé diferencia
significativa @ = 0.244 entre los grupos de diabéticos y el control, bstante, en los tres
casos existe una tendencia hacia el limite supegbivalor de referencia que en cierta
medida refleja el 26.5% de prevalencia general ipartolesterolemia, reportado por la
ENSANUT2006.

Al determinar los niveles de triglicéridos plasmas se encontré diferencia
significativa = 0.000) y fue el grupo de diabéticos de inicio temprangeq presentd
mayor concentracién de éstos, incluso por arrib@femg/dL. Tales resultados pudieran
deberse a que la hipertrigliceridemia aislada emnt@malidad mas frecuente en personas
diabéticas; segun datos reportados por la Encidsstéonal de Enfermedades Cronicas,

74% de los casos tiene triglicéridos > 150 mdfdL

5.3DETERMINACIONES HORMONALES

En laTabla 5.3 se resumen las caracteristicas hormonales dedssgtupos de

estudio, se muestra la mediana y la desviaciomé@st&le cada una de ellas.

Tabla 5.3. RRAMETROS HORMONALES

Valores de

Parametro Grupo Mediana + DE . N° de sujetos
referencia

D. Tempranos 154 +£16.2 50
Insulina (UI/mL) D. Tardios 11+14.1 5-25 Ul/mL 50
Control 13.6 +10.7 50

D. Tempranos 15+ 27 50
Péptido C (pg/mL) D. Tardios*** 52+3.4 1.1-3.2 ng/mL 50
Control 18+14 50

D. Tempranos 84 +135.8 50
Glucagon (pg/mL) D. Tardios** 731242 59-177 pg/mL 50
Control 93.5+146.2 50

(***), p < 0.0001; (**) p = 0.007, Prueba no paramétrica: Kruskal-Wallis.

Al determinar la concentracion de insulina plaso#tino se encontré diferencia
significativa p = 0.054. Paraddjicamente, el grupo de diabéticos de aniemprano
presentd mayor nivel de insulina que el grupo @npero si se toma en cuenta que

algunos pacientes eran tratados con insulina endog®tros con farmacos que estimulan
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la secrecion de esta hormona, resulta ser un dat gonfiable que debe corroborarse con

la determinacion de péptido C plasmaético.

El péptido C se libera en el procesamiento dednpulina, es almacenado en los
granulos de las célulgsy cosecretado con la insulina por exocitosis aemcentraciones
equimolares'*® Como en los preparados comerciales de insulidaaesente, la secrecion
de éste es un indice de la masa de céfilgspor ende, un marcador de la produccion
enddgena de insulina. En la determinacion de pg@@ide encontré diferencia significativa
(p < 0.000), siendo el grupo de diabéticos de inicio tardisieq posee mayor
concentracion de péptido C, esto podria deberse algunos pacientes estaban recibiendo
tratamiento con sulfonilureas cuyo mecanismo dedaces estimular la secrecion de
insulina. En el caso del grupo de diabéticos deidniemprano se observé que la
concentracion de péptido C plasmatico no correspaith la concentracion de insulina
reportada en |dabla 5.3 lo cual permite discernir entre insulina enddgeriasulina de
preparados comerciales, y es esta Ultima la giugér valores altos a la concentracion de

insulina plasmaética.

En la determinacion de glucagon se obtuvo difeeenignificativa p = 0.007. Lo
cual podria esperarse, pues se sabe que diabdtiegrtan el polimorfismo E23K del gen

Kir6.2 no inhiben la secrecion de glucagon en respuasteeatado de hiperglicem/&”

5.4DETERMINACIONES MOLECULARES
5.4.1 Evaluacion del gemNkx2.2 y Nkx6.1

Se realizaron amplificaciones mediante la PCR [e0iP] dCTP para los genes
Nkx2.2y Nkx6.1(Fig. 5.1). Los productos de amplificacién se fraccionarangeles de
poliacrilamida no desnaturalizante para el andpsisSSCP e identificar, con base en los
resultados de la electroforesis, posibles cambiosfocmacionales resultantes de

sustituciones, inserciones o deleciones de unaneadid ADN.
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Inicio tardio

Inicio temprano

400pb __, . 380pb

400pb

Fotografias tipo de geles de agarosa al 1.0%. Productos de amplificacion obtenidos
por PCR que corresponden al exén 1 del gen Nkx2.2. Marcador: 100 pb

Fig. 5.1,Productos de PCR con$P] dCTP, de muestras de diabéticos de inicio tengpra
y tardio

Al realizar la técnica cualitativa de SSCP, se @predos diferentes patrones de
migracion Fig. 5.2 que corresponden a las muestras D-25 y D-52 e8geaciaron pero

fue un cambio silencioso.

Fig. 5.2 Fotografia tipo de un gel de acrilamida al 5.4 gicerol / 200 v / 18 horas.
Productos de PCR cdfP del gen nkx2.2, exén 1 en diabéticos de inigigpi@no.

De los analisis moleculares para estos factoresadecripcionNkx2.2y Nxk6.1no
se encontraron variantes génicas que se puedaiarasoa la disminucion en la secrecion

de insulina.
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5.4.2 Evaluacién del gerkir6.2

Se llevaron a cabo 150 reacciones de PCR (50tdiabdempranos, 50 diabéticos
tardios y 50 controles) para la amplificacion debre Unico deKir6.2. Asimismo, la
purificacion de los productos de PCR mediante eicke comerciaGeneclean turbo for

PCRde Qbiogene, para su posterior secuenciaéiiin $.3.

Inicio temprano Inicio tardio

1310ph

—— e —— - —

13530k 1310ph

1353ph P 1310p

1353pb 1310pb

Fotografias tipo de geles de agarosa al 1.5%. Productos de amplificacion obtenidos por
PCR de toda la secuencia del gen Kir6.2 (KCNJ11). Marcador de pares de bases: X$174
RF DNA / Hae ifi.

Fig. 5.3 Productos de PCR de las muestras de diabéticoscaetemprano y tardio.

Se secuenciaron las muestras de los tres gruposstelio, mediante el
secuenciadoB130xl Genetic AnalyzeApplied BiosystemdPara realizar las reacciones
ciclicas se utilizo la quimica BigDye v3.1, dadcegesta se recomienda para secuencias
largas.

Las secuencias obtenidas de cada una de las asuastrcompararon contra la
secuencia del gekir6.2 reportada en el Banco de Genes, con clave decadab68582.

Se encontraron tres polimorfismos, ya reportados, efecto de sentido erroneo:
E23K por el extremo 5 (Amino terminal en la pro@f y el L270V e 1337V por el
extremo 3’ (Carboxilo terminal en la proteina). Asimo el cambio R325C que no ha sido
reportado y que también se encuentra situado extreimo 3'.

La variante E23K esta dada por el cambio de gaaf@h 67 a adenina (a) en la
primera base del codon 23, lo que implica un carehita secuencia de aminoécidos: &cido
glutamico (E, carga negativa) por lisina (K, capgaitiva), Fig. 5.4, Apéndice I).
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El polimorfismo L270V implica el cambio de la aioa (c) 808 por una guanina (Q)
en la primera base del codén 270 y da por resultadalteracién en la secuencia de
aminodcidos: leucina (L) por valina (V), cambio &Giimo porque ambos residuos de

aminoacidos son no polarebjd. 5.5, Apéndice I).

En el polimorfismo R325C hay un cambio de la @atagc) 937 por timina (t) en la
primera base del codon 325, esto ocasiona lastistit del aminoacido arginina (R) por el
aminoacido cisteina (C). Cambio no sin6bnimo pudgfe carga positiva y C es polar no

cargado, ig. 5.6, Apéndice I).

Por otra parte, el polimorfismo 1337V consta desustitucion de la adenina 1009
por guanina en la primera base del codén 337, iegitica el cambio del aminoacido
isoleucina (I) por valina (V) y como ambos sonpotares, es por tanto, sindniméid.
5.7, Apéndice ).
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5.4.2.1E23Ky DT2

En laTabla 5.4 se resumen las frecuencias para cada genotipovdeidante E23K

y su analisis estadistico para buscar asociacidmiadetes tipo 2.

TABLA 5.4.FRECUENCIA GENOTIPICA DE LA VARIANTE KIR6.2-E23K

) Diabéticos de inicio Diabéticos de inicio Controles*
Genotipo 3
temprano %(n=44) tardio %(n=45) %(n=44)
GG (E23E) 29.5% (13) 33.3% (15) 31.8% (14)
GA (E23K) 36.3% (16) 51.1% (23) 63.6% (28)
AA (K23K) 34.1% (15) 15.5% (7) 4.5% (2)
P sin ajuste con género e IMC 0.007 0.359 ---
P ajuste con género e IMC 0.002 0.218 -
p
OR (95% IC) 0.033 0.515
O pamlavatanedey 917(1.049-3.503) 1.222(0.668-2.235)

riesgo (A)

* No se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinbergf.05; OR > 1 se considera como riesgo.

De acuerdo con estos datos, se observo que eligend (K23K o K/K) tuvo
mayor frecuencia en el grupo de diabéticos deartemprano (34.1%) que en cualquiera
de los otros. El analisis estadistico sin ajustgiesa que existe una asociacion entre el
genotipo AA y la manifestacion de diabetes tipa 2dad temprang & 0.007). Asimismo,
el andlisis estadistico con ajuste al género e #d@aliz6 con el fin de excluir a estas dos
variables de la influencia que pudieran aportaa adociacion, pues ambpsr seson
factores que se asocian directamente con diahem®<ty pudieran sesgar el resultado.
Bajo este andlisis, la asociacion entre el gendigmocigoto para el alelo menor (AA) y

diabetes tipo 2 de inicio temprano se mantyvs (.002).

Al comparar las frecuencias genotipicas con lpsrtadas en otras poblaciones se
observé que la frecuencia genotipica K/K, en pablamexicana, fue una de las mayores
(0.23) junto con la poblacién caucésica (0.27) reqta por Hanet al. [*¥. No obstante, la
frecuencia genotipica K/K hallada en sujetos comacasicos fue de 0.14 y en mexicanos
fue de 0.05. Lo cual sugiere que el SNP K23K, epolalacion caucasica se asocie menos
fuerte con la diabete3ébla 5.5).
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TABLA 5.5.FRECUENCIAS GENOTIPICAS DE E23K EN DIFERENTES POBLACIONES

Poblacién % Controles (n) % Diabéticos tipo 2 (n) Referencia
E/E E/K K/IK E/E E/K K/IK
Sakura et
Japonesa| 0.54(44) 0.33(27) 0.13(11) 0.38(38) 45 @5) | 0.17 (17) al.
(199612
Caucésica| 0.36(59) 0.59(96)  0.05(d)  0.43 (124).46(133) | 0.12 (34) I?fgg;;és]al.
- Hani et al.
Caucésica 0.40 (45) 0.46 (53) 0.14 (16) 0.28 (53) 0.45 (87)| 0.27 (51) (1998564]
Caucésica Gloyn et
(UK) 0.41(125)| 0.50(152) 0.09(30) 0.37 (138) 0.451j16 0.18 (66) al.
(2001
Caucésica Hart et al.
(Holanda) 0.40 (26) 0.49 (32) 0.11 (7) 0.36 (34) 0.53 (50) 0.11 (10) (2002566]
Caucasica Gloyn et
(UK) 0.42 (491)| 0.45(534) 0.13(154) 0.36(308) 0.4®f4| 0.16 (134) al.
(2003§%"
Nielsen et
Caucésica| 0.39 (330) 0.47 (408) 0.14 (124) 0.38)28 0.47 (382)| 0.17 (134) al.
(2003J%8
Ezenwaka
Caribefia 0.51 (17) 0.45 (15 0.03 (1 0.47 (18) 2@qZ®) 0.0 (0) et al.
(2005§%9
Yokoi et
Japonesa| 0.40 (503) 0.46 (570) 0.14 (171) 0.38)(610.46 (734)| 0.15 (246) al.
(2006§7®
Sakamoto
Japonesa| 0.43(386) 0.44(396) 0.12(107) 0.37)(338.49 (446)| 0.14 (127) etal.
(2007§"™
Cejkova et
Checa 0.42 (48) 0.41 (47 0.15 (18) 0.38 (6b) 0e® 0.12 (21) al.
(2007)"2
Caucasica Vaxillaire
(Francia) 0.35(101)| 0.48 (137] 0.17 (49) etal.
(2008§™
Omori et
Japonesa| 0.40 (421 0.48 (509) 0.11(118) - - al.
(2008§™
Mexicana | 0.32 (14) 0.64 (28] 0.05(2) 0.31 (28) 0.44 (39)| 0.23(22) Tesis

(---) indica que no hay datos reportados en e$eubnt
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CORRELACION ENTRE LA VARIABLE KIR6.2-E23K Y LOS PARAMETROS CLINICOS

Diabéticos tipo 2

Para determinar la forma en que se asocia el gen&iK del polimorfismo E23K
con los parametros antropométricos, bioquimicosoymbnales, se hizo un analisis
estadistico bajo el modelo recesivo; es decir,gsaparon los datos de ambos grupos de
diabéticos que presentaron dicho genotipo y se acangn contra los genotipos E/E y E/K
(K/K vs E/E + E/K). Asi, se encontro una tendergimantener concentracion elevada de
triglicéridos, en individuos con genotipo K/K (383ng/dL,p = 0.054) a diferencia de los
gue tuvieron genotipo E/E o E/Kdbla 5.6).

TABLA 5.6.ASOCIACION DEL GENOTIPO K/K CON PARAMETROS CLINICOS
Estadisticos de comtraste®t

M Colesteral | Triglicéridos
Chi-cuadrado 2367 G953 ira
gl 1 1 1
Sig. asintat. 24 3249 BILT

A. Prueba de Kruskal-vwallis

b wariable de agrupacion: RecE23K
Programa estadistico: SPSS V.15.0

Otro parametro en el cual se encontré diferengnifstativa fue la concentracion
de insulina plasmaticag & 0.048), Tabla 5.7); paradéjicamente quienes mostraron mayor
concentracion de insulina fueron los diabéticosgemotipo K/K (Concentracién promedio
de 21.6 Ul/mL); no obstante, este dato puede setactio si se considera que algunos

recibian la hormona como tratamiento.

TABLA 5.7.ASOCIACION DEL GENOTIPO K/K CON PARAMETROS CLINICOS
Estadlisticos de contraste®f

Glucosa Insulina FéptidaC Glucagon
Chi-cuadradn 280 3.921 1249 1.683
al 1 1 1 1
Sig. asintat. A3T 43 714 207

4. Prueha de Kruskal-ywallis

b. variahle de agrupacidn: RecE23K
Programa estadistico: SPSS V.15.0
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Controles

El mismo analisis de modelo recesivo se aplicé rapg control para buscar
asociacion entre el genotipo K/K y las caracterdsticlinicas de los individuos que lo
portan. Al igual que el grupo de diabéticos, huberdncia significativa en la
concentracion plasmatica de triglicéridps(.016;Tabla 5.8), en donde los portadores del
genotipo K/K presentaron mayor concentracion dgli¢gridos plasmaticos (258 mg/dL)
que los individuos con genotipo E/E y E/K (121.8/dhk), e incluso por arriba del
parametro de referencia (< 150 mg/dL).

TABLA 5.8.ASOCIACION DEL GENOTIPO K/K CON PARAMETROS CLINICOS

Estadisticos de contraste®f

10 e Colesteral | Triglicéridos
Chi-cuadrado oz a4 5.804
gl 1 1 1
Sig. asintat. 867 Nafats 016

. Prueba de Kruskal-wallis

b wariable de agrupacion: RecE23k
Programa estadistico: SPSS V.15.0

La concentracion de insulina plasmatica preserfaraticia significativag=0.012;
Tabla 5.9); incluso, quienes poseen el alelo de riesgo amddhomocigota tienen menor
concentracion de insulina (3.7 Ul/mL). Este haltazgsulta de importancia porque al
tratarse de personas no diabéticas, sugiere quergtipo K/K se relaciona con una

disminucién en la secrecién de la insulina.

TABLA 5.9.ASOCIACION DEL GENOTIPO K/K CON PARAMETROS CLINICOS
Estadisticos de contraste®b

Glucosa Insulina FPéptidaC | Glucagon
Chi-cuadradn 261 G291 1.0249 533
al 1 1 1 1
Sig. asintdt. E10 012 310 B9

4. Prueha de Kruskal-Wallis

b. variahle de agrupacion: RecE23K
Programa estadistico: SPSS V.15.0

[56]



5.4.2.21337V y DT2

Otro polimorfismo que presento alta frecuenciaestds grupos de estudio, fue el
1337V (Tabla 5.10. De acuerdo con estos datos, se observo quenetige homocigoto
para el alelo menor GG (V337V o V/V) tuvo mayorcinencia en el grupo de diabéticos de
inicio temprano (27.3%) que en cualquiera de loesotEl andlisis estadistico sin ajuste
indica que existe asociacion entre el genotipo YN manifestacion de diabetes tipo 2 a
edad temprang(= 0.011). El andlisis estadistico con ajuste avéagbles género e IMC
también mostr6 asociacion entre V/V y diabete® Zgle inicio temprang(= 0.007).

TABLA 5.10.FRECUENCIA GENOTIPICA DE LA VARIANTE KIR6.2-1337V

) Diabéticos de inicio Diabéticos de inicio Controles*
Genotipo .
temprano %(n=44) tardio %(n=49) %(n=41)

AA (13371) 34.1% (15) 34.6% (17) 39.0% (16)

AG (I1337V) 38.6% (17) 49.0% (24) 58.5% (24)

GG (V337V) 27.3% (12) 16.3% (8) 2.4% (1)
P sin ajuste con género e IMC 0.011 0.058 ===
P con ajuste con género e IMC 0.007 0.056 T

p
0.024 0.206

OR (95% IC -
( ) paraa vt ce 2.054(1.092-3.864) 1.485(0.803-2.748)

riesgo (A)

* No se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.05; OR > 1 se considera como riesgo.

Al comparar las frecuencias genotipicas halladas ks reportadas en otras
poblaciones se observé que la frecuencia genotifidaen poblacion diabética mexicana,
fue la mayor (0.22).Tiabla 5.17).

TABLA 5.11.FRECUENCIAS GENOTIPICAS DE 1337V EN DIFERENTES POBLACIONES

., % Controles (n) % Diabéticos tipo 2 (n) .
Poblacion m N VIV m N VIV Referencia
Caucasica | 54 4a)| 033(27) 0.12010) 0.39(46)  0.47 (56)0.14 (16) | H- Sakura

(UK) et al.
Afrocaribefia 0.91(32) 0.09(3) 0(0) (1996)™
Caucasica E.H. Hani

(Francia) 0.46 (52)| 0.36 (41 0.18 (20 0.36 (69) 0.50 (94) 0.14 (26) et al.
(1998J%4

Mexicana 0.39 (16) 0.58 (24) 0.02 (1 0.34 (32) 4Qq4n1) 0.22 (20) Tesis

(---) indica que no hay datos reportados en eseuéot
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CORRELACION ENTRE LA VARIABLE KIR6.2-1337V Y LOS PARAMETROS CLINICOS

Diabéticos tipo 2

Para ver la asociacion entre el genotipo V/V delinparfismo 1337V y los
parametros antropomeétricos, bioquimicos y hormanale realiz6 un analisis estadistico
bajo el modelo recesivo; se agruparon los datosardbos grupos de diabéticos que
presentaron dicho genotipo y se compararon coasaénotipos I/l e I/V (VIV vs I/l +
I/V). No se encontré diferencia significativa enti@s variables IMC, colesterol ni
triglicéridos y el genotipo de riesgo V/VIigbla 5.12.

TABLA 5.12.ASOCIACION DEL GENOTIPO V/V CON PARAMETROS CLINICOS
Estadisticos de contraste® b

M Colesteral | Triglicéridos
Chi-cuadrado 03z B39 1.74949
gl 1 1 1
Sig. asintat. 8588 333 80

A. Prueba de Kruskal-vWallis
b wariable de agrupacion: Recl337y
Programa estadistico: SPSS V.15.0

Sin embargo, si hubo diferencia significatiValfla 5.13 p = 0.046) en cuanto a la
secrecion de insulina, donde, los portadores detotgeo V/V tuvieron mayor
concentracion de esta hormona que los individiasIlV (15 Ul /mL vs 12.3 Ul /mL). Al
igual que en el caso del genotipo K/K para la vaeiaE23K, el aparente aumento de

insulina plasmatica se debe al uso de esta horgmna tratamiento terapéutico.

TABLA 5.13.ASOCIACION DEL GENOTIPO V/V CON PARAMETROS CLINICOS
Estadisticos de contraste®t

Glucosa Insulina PéptidaC Glucagon
Chi-cuadradn 36 3.977 A1 0549
al 1 1 1 1
Sig. asintat. J1z 046 A2 808

a. Prueha de Kruskal-wallis
b.wariable de agrupacidn: Recl337y
Programa estadistico: SPSS V.15.0
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Controles

Se realizo el mismo analisis estadistico bajo @ileto recesivo. No se encontraron
cambios significativos en ninguna de las variallesinterés Tabla 5.14y 5.15; no
obstante, en este grupo sélo hubo un individuoetagenotipo V/V y cabe mencionar que
presento triglicéridos plasmaticos con valor de g#§)dL, muy por arriba del valor de

referencia y superior, también, a la media grupalgenotipos I/l e I/V (124 mg/dL).

Resulté ser interesante el valor para la insullaampatica 5.7 Ul/mL, de esta misma
persona V/V, y la media grupal (13.8 Ul/mL). Sitbige encuentra dentro del intervalo de
referencia, tiende mas hacia el limite inferiorsyoepodria reflejar que el genotipo esta

relacionado con una secreciéon escasa de insulina.

TABLA 5.14.ASOCIACION DEL GENOTIPO V/V CON PARAMETROS CLINICOS
Estadisticos de contraste=t

[ Colesteral | Triglicéridos
Chi-cuadrado 2611 .0oo 2314
al 1 1 1
Sig. asintdt, 06 1.000 128

a. Prueba de kruskal-wallis

b. variable de agrupacidn: Recl337
Programa estadistico: SPSS V.15.0

TABLA 5.15.ASOCIACION DEL GENOTIPO V/V CON PARAMETROS CLINICOS
Estadisticos de contraste?.b

Glucosa Insulina FéptidoZ | Glucagon
Chi-cuadrado 1.830 07 204 1.841
ol 1 1 1 1
Sig. asintat. ATE Jan il 1745

a. Prueha de Kruskal-wWallis

b.variable de agrupacidn: Recl337y
Programa estadistico: SPSS V.15.0

5.4.2.3L270Vy DT2

La variante L270V se encontré en menor frecueaniae los grupos de estudio y
s6lo bajo el genotipo heterocigoto L/V. En el grugm diabéticos de inicio temprano la

frecuencia fue de 0%, en diabéticos de inicio tad#i 4% y en controles de 7.3%.
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Al comparar las frecuencias con las ya reportgaasotros investigadoreg ébla
5.16), se encontré que en poblacibn mexicana el SNV .25 la forma heterocigota es
poco frecuente (0.02), a diferencia de la poblaciuncasica (0.11 6 0.12). En cuanto a la
forma homocigota para el alelo menor GG (V270V o/)V/coincide con las otras

poblaciones cuya frecuencia es casi nula.

TABLA 5.16.FRECUENCIAS GENOTIPICAS DE L270V EN DIFERENTES POBLACIONES

L % Controles (n) % Diabéticos tipo 2 (n) .
Poblacion L LV VIV L LV VIV Referencia
Ca(‘ac}gs'ca 088(73) | 0.11(9)| 001(1f 08889 011(11) 100) | 4 Sakura et

: l. (1996)

Afro caribefia 09732 00301 0] & )
Caucasica E.H. Hani et
4
(Francia) 0.92 (104)| 0.08 (9) 0(0) | 0.88(164) 0.12 (23) PO (1008
Mexicana 0.93(38)] 0.07 (3 0 (0) 098(91) 0.0R(2 0(0) Tesis

(---) indica que no hay datos reportados en eseuéot

A pesar de la baja frecuencia de este polimorfiss®,compararon algunos
parametros de interés y se encontré que en el gdepdiabéticos los portadores del
genotipo L/V tuvieron menor concentracion plasnaatide glucosa vy triglicéridos (159.5
mg/dL y 157 mg/dL, respectivamente) que los diabétiL/L (203.6 mg/dL y 220.4
mg/dL). Lo mismo se observo en el grupo de no died® quienes poseyeron el genotipo
L/V mostraron menor concentracion para glucosagjidéridos (70 mg/dL y 44 mg/dL,
respectivamente) que los L/L (90.4 mg/dL y 132.53dhy

5.4.2.4R325C y DT2

Se encontro un paciente diabético con este carmabifgrma heterocigota R/C y no

se ha reportado asociacion entre éste y la diabpte2.

Dentro de las caracteristicas bioquimicas y hoatesnde este individuo, destacan
la concentracion de triglicéridos y colesterol aldos por arriba de la media grupal (512
mg/dL y 262 mg/dL vs 178.5 mg/dL y 192.3 mg/dLspectivamente); asimismo, la

concentracion de insulina y péptido C estuvierangooba de la media grupal (21.7 Ul/mL
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y 13.0 ng/mL vs 11 Ul/mL y 5.2 ng/mL, respectivart@gnEstos ultimos datos pudieran
resultar contradictorios si no se tiene presente muchos de los pacientes diabéticos de
inicio tardio se medican con sulfonilureas que preven la secrecién de esta hormona y

por ende del péptido C.

5.4.3 Ensayo bioldgico

De acuerdo con los resultados de secuenciacioes@®ieron siete muestras con

las caracteristicas que se reportan ehalala 5.17. En laFig. 5.8 se muestra la ubicacion

de éstas en la proteina.

TABLA 5.17. MUESTRAS PARA LA EXPRESION HETEROLOGA EN OVOCITO DE X.LAEVIS

Muestra Polimorfismos Caracteristica Grupo
A-20 E23E, L270L,R325R, 13371 Silvestre Control
DM-55 E23K, L270V, 1337V Mutante D. inicio tardio
D-73 E23K, 1337V Mutante D. inicio temprano
D-62 K23K, V337V Mutante D. inicio temprano
D-43 E23K Mutante D. inicio temprano
D-55 K23K Mutante D. inicio temprano
DM-39 K23K, R325C, V337V Mutante D. inicio tardio

Sélo se probd la actividad biolégica del canal dagio ATP-sensible de la muestra
DM-39, que presenta el nuevo polimorfismo R325Cnaede los ya estudiados como el
E23K e 1337V, estos ultimos en forma homocigotaaperalelo menor (K/K'y V/V) y se

comparo contra el canal silvestre (muestra A-20¢ tyvo en forma homocigota los alelos

mayores (E/E, L/L, RIR y V/V).
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®
E23K
1337V

Fig. 5.8 Topologia putativa de Kir6.2, muestra la localiga de los polimorfismos
identificados. E23K en el extremo amino terminal370V, R325C e 1337V por El
extremo carboxilo terminal.

Como el gerKir6.2 se compone de un solo exon, los productos de RCRs]
muestras A-20 y DM-39 se ligaron al vector pGEM-3s§ y luego se utilizaron para la
transformacion de células competentes JM109. Sscaeharon colonias aisladas para
obtener el plasmido y comprobar mediante una digesbnEcoRIque se tenia el inserto
esperadoKir6.2 de humano Kigura 5.9). Posteriormente se secuenciaron las clonas

seleccionadas para verificar que la orientaciorcdedl estuviera bajo el promotor T7.

<——3015pb

1353 pb —> <—1310pb

Fig. 5.9 Fotografia de gel de agarosa al 1.5%. Identificade la clona con el fragmento
Kir6.2 de humano por digestion con la enziB@Rl Marcador de pares de base®1¥4
RF DNAI Hae Ill.
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Una vez obtenidos los plasmidos con la secuenckir@e? silvestre y mutante, se
utilizaron para llevar a cabo la reaccion de trepsion in vitro, es decir, la sintesis de
ARNmM que codifica para la subunidad Kir6.2 del ¢ate potasio ATP-sensible. Como
primer paso se linearizo el plasmido con la enz8pal (Figura 5.10 y se utilizd para
obtener el ARNm a través de la reaccion de tramaom in vitro con la enzima T7 ARN
polimerasa. El producto se cuantifico con el eqiNpdNODROP 1000 spectrophotometer,
THERMO scientific y dio una concentracion de 30prig/para el ARNm del Kir6.2
silvestre y 35 ng/pL para Kir6.2 mutante.

<—pGEM +Kir6.2

1353 pb —>

Fig. 5.1Q Fotografia de gel de agarosa al 1.5%. Producta digestion de la construccion
GEM+Kir6.2 de humano por digestion con la enziBgel Marcador de pares de bases:
®174 RF DNAI Hae Il (izquierda) y 100 pb (derecha).

Se inyectaron ~2 ng de ARNm a cada ovocitXdeopus laevipara su expresion,
después de 1-4 dias de la inyeccién, se estudasarorrientes de los ovocitos en funcion
a la respuesta de cambios en el voltaje que senjmsso de acuerdo con el protocolo de
pulsos especifico para el canal de potasio ATPHseng la técnica de fijacion de voltaje
con dos microelectrodo&ig. 5.11):

Potencial de mantenimiento = -10 mV; Series deay®ltle -120 a 0 mV cada 20 mV,
Tiempo de adquisicion = 280 ms. Condiciones pan@giktro de corrientes: 18-24 °C en
un medio de potasio 96 mM y pH 7.4 (Vgréndice ).
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Fig. 5.11, Protocolo para el ensayo electrofisioldgico enates de potasio rectificadores
entrantes (Kir6.2).

El protocolo anterior también se probd tanto encdes nativos como controles
(inyectados con agua destilada, libre de particylastéril) con el fin de tener un patrén
para reconocer corrientes endoégenas de estas scélut@mpararlas con las corrientes

registradas cuando Kir6.2, en su forma silvestrautante, se expresa.

Asi, al analizar losGraficos 5.1, 5.2 y 5.3 se observa una diferencia entre las
corrientes endégenas de los ovocitos y aquellosfugren inyectados con el ARNm, lo
cual indica que la expresion fue adecuada y gestahular a la célula con el protocolo de

pulsos, el canal se abre permitiendo evaluar @&iduaa como una corriente especifica.

-120 -100 -80 -60 -40 -20 0

10 -

Control

10 t (ms)

Grafico 5.1 Corrientes endoégenas. Trazds(l) a diferentes pulsos de potencial. Registro
de las corrientes generadas por ovocitos natiwestados con 0 y sin inyectar.
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Sin embargo, en la comparacion entre los graficey 5.3 hay diferencia entre la
apertura del canal silvestre (-2 pA) y la del canatante (> -5 pnA), que sugiere el efecto
ocasionado por el ATP presente en el interior deibe y que el canal mutante, ha perdido

la sensibilidad hacia este tipo de moléculas centefinhibidor’®.

-120 ——-100 ——-80 ——-60 ——-40 ——-20 ——0
10 -
Kir6.2
5 . Silvestre

t (ms)

Grafico 5.2. Expresion de ARNm de Kir6.2. Trazok(t) a diferentes pulsos de potencial.
Registro de las corrientes generadas por ovociiestados con ARNm Kir6.2 silvestre.

—-120mMV -100 -80 -60 -40 -20 0
10 4 Kir6.2
mutante

t (ms)

Grafico 5.3. Expresion de ARNm de Kir6.2. Trazos (t) a diferentes pulsos de potencial.
Registro de las corrientes generadas por ovociestados con ARNm Kir6.2 mutante.
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En elGrafico 5.4. se muestra el comportamiento de las corrientégseovocitos al
pulso de -120 mV y al tiempo de 40 ms. Se obseiwaocel canal mutante permitie el paso
de mayor corriente, a diferencia del silvestre.okbcito nativo nos muestra la forma
natural en que pasan las corrientes a través aeelabrana del ovocito, al aplicar el

protocolo antes descrito.

Control e===Sjlvestre e===Mutante

15 -

(] 100 200 300

t (ms)

Gréfico 5.4, Flujo de iones Ken ovocitos d&Xenopus laevial pulso de -120 mV y 40 ms.
Control: ovocito con y sin inyeccion de agua; Silve: ovocito inyectado con ARNm sin
polimorfismos y Mutante: ovocito inyectado con ARNB3K-R325C-V337V.
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El Gréfico 5.5 presenta los trazos de la corriente normalizaddusnién del
potencial, se observa diferencia estadisticamegtgfisativa entre la actividad del canal

mutante y el silvestren(= 15; 5 registros de 3 lotes diferentes; 0.045).

lvs E

e—fr==Control =M= Silvestre === \utante

-140

E (mV)

Grafico 5.5, CorrienteversusPotencial (I vs E). Muestra el comportamientoaiedanales
silvestre y mutante al tiempo de 40 ms y al pulsel®0 mV. Control: ovocito con y sin
inyeccion de agua; Silvestre: ovocito inyectado &®Nm sin polimorfismos y Mutante:
ovocito inyectado con ARNmM-K23K-R325C-V337V.
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6.DISCUSION

Ante la probleméatica actual de la diabetes tipcesgte trabajo de investigacion
pretende encontrar polimorfismos en genes quecpati en la morfogénesis pancreatica
(Nkx2.2y Nkx6.) y en la secrecion de insulina coilim6.1 que codifica para la subunidad
del canal de potasio ATP-sensible "(KTP), cuya presencia se asocie con la

susceptibilidad al desarrollo de diabetes tipo 2.

Los resultados de esta investigacion revelaroniasoa entre los polimorfismos
E23K e 1337V, ambos homocigotos para el alelo metwrgenKir6.2 y la susceptibilidad
a desarrollar diabetes tipo 2 de inicio tempranopeblacién mexicana (OR = 1.917
(1.049-3.503)p = 0.003y OR = 2.054 (1.092-3.804)= 0.024, respectivamente).

Al evaluar el estado metabdlico de los grupos diete se observo que la glicemia
es un factor dificil de controlar, ya que ambospgseuipresentaron glucosa plasmatica
elevada a pesar de que el 100% de los pacientdabeoicon tratamiento basado en
hipoglucemiantes orales y un 20% empleaba terapmmbmada con insulina. La
concentracion de triglicéridos también se encoeliggada en pacientes diabéticos de inicio
temprano [f < 0.00) y esto pudiera representar una dislipidemia sdsm debida a la

hiperglucemid’”.

Dentro de los parametros hormonales, se obserfededcia significativa en la
concentracion de péptido @ € 0.000) y fue el grupo de diabéticos de inicio tardioequi
presentd mayor concentracion de éste. Este pa@metimportante pues evidencia cémo
pacientes diabéticos de inicio temprano, a pesaed&atados con farmacos que estimulan
la secrecion de insulina, no responden de la migmaa que los diabéticos de inicio
tardio, es decir; la respuesta es escasa probatitleparque la funcionalidad de las células
y el numero estan mucho mas reducidos. Esto puedensarse con estudios que afirman

que las sulfonilureas aceleran la pérdida de mdsagion de las célulgs pancreatical®
79

La concentracion de glucagon también presentdetiééa significativaf=0.007) y

esto concuerda con el cuadro clinico de la diakextasn estadio mas avanzado, en el cual
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se ve afectada la secrecién de esta hormona pcaoeafe la hiperplasia de las célutas

pancreatica$?.

La ausencia de polimorfismos en los geN&g2.2y Nkx6.1sugiere que existe una
alta conservacion en estos factores de transcripgiéque cambios en ellos podrian
comprometer la sobrevivencia del individuo; tal cose muestra en multiples modelos
animales que al ser modificados en estos genesmaesun cuadro de diabetes y en pocos

dias sobreviene la mueH& 883,

En el gerKir6.2 se encontraron cuatro polimorfismos de sentidénew y dos de
ellos (E23K e 1337V) presentaron asociacion corbeties tipo 2 de inicio temprano.
Incluso al compararse con las frecuencias encadrad otras poblaciones, el SNP E23K
destaco entre los mas altos con una frecuencia2®e €lendo menor por 4 centésimas de
la frecuencia mas alta 0.27, reportada en poblamacasicaliabla 5.5. También el SNP

1337V fue el mayor de los hasta ahora reportadablé 5.11).

Mediante una regresion logistica multinomial y bajo modelo recesivo (K/K vs
E/E + E/K), se determind la asociacion del genof28K y la manifestacion de diabetes
tipo 2 de inicio temprang(=0.002. Asimismo, se observo que los individuos dialodtic
con doble copia del alelo de riesgo (K/K) son mé&spensos a tener concentraciones
elevadas de triglicéridos (333.4 mg/d; = 0.059 que los individuos con genotipo
diferente.

Esta misma tendencia se observd en los sujetosotamn genotipo K/K que
mostraron concentracion elevada de triglicéridesgdisticamente significativa (258 mg/dl;
p = 0.016. Lo cual sugiere que el polimorfisnper seesta asociado con triglicéridos
plasmaticos elevados y que predispone a la obegidiaith en la homeostasis de glucosa;
tal como lo han informado otros investigadores guneontraron asociacion entre K23K e
IMC > 25, asi como elevada concentracion de aciptasos libres en los sujetos que lo

portan 18384

Una explicacion fisioldgica a estos sucesos pudierajue el SNP K23K hace mas
sensible al canal &p al efecto activador de los acidos grasos de eatipa libres, a la

vez que lo mantiene abierto durante mas tiempoty esasionaria disminucion de la
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actividad eléctrica de la célulp y, por tanto, escasa secrecion de insulina con la
consecuente falla en la homeostasis de la glU&b&%®”. Se sabe que la insulina inhibe la
lipdlisis y al carecer de la accion de esta hormtmsécidos grasos contintan liberdndose
como forma de energia alterna. Esto se convierteneairculo vicioso, pues también se

sabe que el aumento de los &cidos grasos libresuese la insulinorresistencfy.

En cuanto a la concentracion de insulina plasmagida asociacion entre esta
variante, se observé que los diabéticos K/K tuviarmyor concentracion que el resto de
ellos (21.6 Ul/ml;p =0.048. Lo cual parece contradictorio, pero debe tenerseuenta
que varios de los pacientes estaban siendo tratadosisulina. Asi, al correlacionar esta
variante en no diabéticos se observo que los pmegaddel genotipo K/K presentaron, de
manera significativa, menor concentracion de insuplasmatica (3.7 Ul/mp =0.012 y
resulta interesante porque sugiere que esta vapantse en la forma homocigota para el
alelo menor, predispone a la baja secreciéon dehestaona. El mecanismo por el cual
ocurre este fendmeno se ha estudiado ampliamesgehg observado que en el cambio del
acido glutdmico 23 por lisina, en el canal de pot&d P-sensible, ocasiona que el canal

sea mas activo al perder la afinidad por el ATPIquehibe.!®

La variante 1337V del geKir6.2, también se analizé bajo el modelo recesivo (V/V
vs I/l + I/V) y se encontré6 que los diabéticos cgenotipo V/V presentaron mayor
concentracion de insulina (15 Ul/ng;= 0.049 que el resto del grupo. Como se menciono
anteriormente, el dato no refleja el estado horihdelapaciente debido a la administracion
de insulina en el 20% de los pacientes. En el dabgrupo control, no se hallé asociacion
entre este genotipo y la baja concentracion ddiiresan el plasmal@abla 5.15.

El polimorfismo L270V del geiKir6.2 se encontrd s6lo como heterocigoto y con
baja frecuencia: dos individuos en el grupo deétiabs tipo 2 de inicio tardio, ninguno en
diabéticos tipo 2 de inicio temprano y tres enrepg control. De manera consistente con
otras frecuencias descritagapla 5.16 esta variante no se ha asociado con diabete2 tipo
incluso se ha encontrado que personas con polsnwfi L/V presentaron mayor

concentracion de insulina plasmatica que los hogates L/L o = 0.0063. [
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De manera notable, se observé que los diabétmogenotipo L/V tuvieron menor
concentracién plasmatica de glucosa vy triglicérigue aquellos con genotipo L/L (159.5
mg/dl vs 203.6 mg/dl y 157 mg/dl vs 220.4 mg/dspectivamente). La misma tendencia
se observo en personas no diabéticas, menor glydagéicéridos plasmaticos en personas
portadoras del genotipo L/V (70 mg/dl vs 90.4 mgydl44 mg/dl vs 132.5 mg/dl,
respectivamente). Este hallazgo podria sugerireff@\P L270V tiene efecto protector o
gue contrarreste el efecto de las variantes E2B828V, no obstante para aseverar esto se

necesita comprobar con estudios de actividad hicdog

Una persona del grupo de diabéticos tipo 2 ddoirterdio presentd la variante
R325C en el geKir6.2, la cual no ha sido reportadego no hay evidencias de asociacion
entre ésta y la diabetes tipo 2. Ademas, se eramonten el mismo individuo, las variantes
K23K y V337V. Dentro de sus caracteristicas biodoam y hormonales, destacan la
concentracion de triglicéridos y colesterol elevagopor arriba de la media grupal (512
mg/dl vs 178.5 mg/dl y 262 mg/dl vs 192.3, respctiente). Asimismo, la concentracion
de insulina y péptido C estuvieron por arriba den&dia grupal (21.7 Ul/ml vs 11 Ul/mly
13.0 ng/ml vs 5.2 ng/ml, respectivamente). Esttisnds datos son poco confiables, si se
tiene presente que muchos de los pacientes diabdlie inicio tardio son tratados con

sulfonilureas que promueven la secrecion de estadra y por ende de péptido C.

Para determinar si el polimorfismo R325C compramratfuncionalidad del canal
de potasio ATP-sensible, se realizé un ensayo ¢imdoque consistid en la expresion de
dicho canal en ovocitos dénopus laevigvia inyeccion del ARNm sintetizado a partir del
producto de la PCR del gdfir6.2 perteneciente al paciente diabético tipo 2 deidnic

tardio) y su posterior evaluacion por la técnicdijdeion voltaje con 2 microelectrodos.

Se encontro que el canal mutante (K23K-R325C-V33éVo mayor actividad que
el canal silvestre (E23E-R325R-I1337%r@fico 5.4y 5.5), pues permitié el paso de mas
corriente. Este comportamiento se debe a la prieselet ATP en el interior del ovocito
(aproximadamente 2.3 mMY¥, pues de acuerdo con lo ya reportado, el canassie es
sensible al ATP y éste, a su vez, lo bloquea alg@®que favorece la despolarizacion de la

membrana de la célufay la consecuente secrecion de los granulos dériasi® *¥
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Por el contrario, el canal con los polimorfism@3K e 1337V pierde sensibilidad al
ATP al tiempo que gana funcién porque permanecen@® tiempo abierto, entonces se
retarda el proceso de despolarizacion de la merabgarpor ende la secrecion de

insulinal®® °1

Asi, la actividad del canal silvestre disminuyopeasencia del ATP citosolico del
ovocito y la del canal mutante aumento ya que pdedsensibilidad al ATP. Sin embargo,
es necesario estudiar la actividad del polimorfidR825C de manera aislada para ver su
efecto verdadero, pues al estar acompafnado déréssdms variables pudiera ocultarse su
efecto en la funcion del canalate. También tendria que considerarse el uso de otras
técnicas electrofisiolégicas como Bhtch Clamp cuya precision daria resultados mas

fidedignos acerca del comportamiento del canaldibeai polimorfismo.
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7. CONCLUSIONES

* En el genKir6.2 se encontraron 4 cambios de sentido erroneo ER2KQV,
R325C e 1337V, mientras que los gendkx2.2, Nkx6.1 no presentaron

polimorfismos.

» Las variantes E23K e 1337V del g&ir6.2, en su forma homocigota para el alelo
menor, presentaron riesgo asociado a DT2 de imgsigprano [OR=1,917 (1.049-
3.503) p=0,003 y OR=2.054 (1.092-3.804) p=0.02¢gpeetivamente].

» Las variantes L270V y R325C del ge€ir6.2, que se presentaron con baja

frecuencia no mostraron susceptibilidad al dedard# diabetes tipo2.

»= El genotipo K/K para el polimorfismo E23K se coa@bns positivamente con los

triglicéridos plasmaticos elevados y la baja sgérede insulina.

= EIl genotipo L/V del polimorfismo L270V parece estalacionado con bajas

concentraciones de glucosa y triglicéridos.

» Las mutaciones en las posiciones K23K, R325C y 7W33repercuten
positivamente en la actividad del canal de potA3iB-sensible, y en consecuencia

impiden la secrecion de insulina.
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8. APENDICE |

Insulina
Reactivos:

« Insulina®®

» Calibradores para insulina marcados de A-G corb,Q15, 50, 100, 200 y 350
pul/mL

Materiales:

Contador gamma

Vortex

Pipetas volumétricas de 6 y 3 mL

Micropipeta de 50 y 15QL

Puntas desechables para micropipetas

Pipeta repetidora de 1Q@. y 1 mL

Tubos de ensayo de polipropileno de 12 x 75 mm
Gradilla para tubos de 12 x 75 mm

Gradilla de esponja para decantacion

Preparacion de reactivos:

12 insulina: agregar a cada vial 100 mL de agua destilada yclarepor inversion
suavemente. Almacenar refrigerando a 2-8°C durddtdias después de su preparacion o
hasta la fecha de caducidad sefialada.

Calibrador 0 A de insulinareconstituir cor6.0 mL de agua destilada, utilizando pipetas
volumétricas y agitar suavemente. Realizar aliaugtalmacenar a -20°C durante 30 dias
después de reconstituido.

Calibradores de B-G de insulinaeconstituir con 3.0 mL de agua destilada, utild@an
pipetas volumétricas, agitar suavemente. Reallfaraas y almacenar a -20°C durante 30
dias después de reconstituido.
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Glucagon
Reactivos:

* Antisuero para glucagon

" 12 Glucagon
Calibrador cero para glucagon
Calibrador F para glucagon
Solucion de precipitacion
Controles de glucagon

Materiales:

Contador gamma

Vortex

Centrifuga refrigerada

Pipeta volumétrica de 1.0 mL

Pipeta graduada de 5y 10 mL
Micropipeta de 50, 100, 200, 500 y 1000
Puntas desechables para micropipetas
Pipeta repetidora de 1Q. y 1 mL
Tubos de vidrio de 12 x 75 mm
Gradilla para tubos de 12 x 75 mm

Gradilla de esponja para decantacién

Preparacion de reactivos:

Antisuero para glucagonreconstituir afadiendo 10 mL de agua destilada.chMezor
inversion suave, tomar alicuotas y refrigerar a°@-8lurante 30 dias después de su
reconstitucion. Color azul.

129 Glucagon:reconstituir justo antes del ensayo con 10 mL dmalgstilada. Mezclar por
inversion suave. Estable a 2-8°C durante 30 diggsus de su reconstitucion.
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Calibrador cero para glucagonreconstituir por lo menos 30 min antes de usarse,
afladiendo 10 mL de agua destilada. Mezclar suavenpan inversion. Estable a 2-8 °C
durante 30 dias después de su reconstitucion.

Calibrador F para glucagonreconstituir cada vial con 2.0 mL de agua destjlgadea lo
menos 30 min antes del ensayo. Usar pipeta voligaégrmezclar por inversion suave.
Desechar después de usarse.

Solucion de precipitaciorse suministra en forma liquida. Guardar a 2-8 °amte 30 dias
después de la apertura del sello de aluminio. Gojor

Controles de glucagon (1 y 2econstituir cada vial con 1.0 mL de agua destjl@da lo
menos 30 min antes del ensayo. Utilizar pipeta mélnica y mezclar suavemente por
inversion. Desechar después de usar.

Péptido C
Reactivos:

» Estandares de Péptido C

+ Péptido C marcado coffl (rojo)

* Antisuero frente a Péptido C (azul)
» Reactivo para la precipitacion (azul)
» Controles de Péptido C

Materiales:

Contador gamma

Vortex

Centrifuga con refrigeracion

Pipeta volumétrica de 10.0 mL
Micropipeta de 50 y 15QL

Puntas desechables para micropipetas
Pipeta repetidora de 1@y 1 mL

Tubos de plastico o vidrio de 12 x 75 mm
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Gradilla para tubos de 12 x 75 mm

Gradilla de esponja para decantacién

Preparacion de Reactivos:

Estandares de Péptido C (Liofilizadosh vial etiquetado con la letra A que contiene 0
ng/mL y cinco viales etiqguetados con las letras Btle contienen concentraciones de
aproximadamente 0.1, 0.5, 1.5, 5.0 y 20.0 ng/mipégtido C en un amortiguador de pH
constituido por proteinas. Reconstituir el estadde 0 ng/mL afladiendo 5.0 mL de agua
desionizada y los estandares B-F afiadiendo 1.0 mlagla desionizada. Mezclar
suavemente por inversion hasta su homogenizaciésedhar después de usar.

Controles de Péptido C (Liofilizadogjos viales, correspondientes a los niveles | gue
contienen concentraciones bajas y altas de péftid®econstituir cada vial afiadiendo 1.0
mL de agua desionizada. Mezclar suavemente porsidve hasta su homogenizacion.
Desechar después de usar.

Péptido C marcado cort?f (Liofilizado): un vial que contiene menos deu6i de péptido
C marcado con'f en n amortiguador de pH. Reconstituir afiadiendomllde agua
desionizada. Mezclar suavemente por inversion hastahomogenizacion. Desechar
después de usar.

Antisuero frente a Péptido C (Liofilizada)n vial que contiene suero de cobayo frente a
péptido C en un amortiguador de pH constituidooteinas. Reconstituir con 10 mL de
agua desionizada. Desechar después de usar.

Reactivo para la precipitacionun frasco de 105 mL que contiene gammaglobulina de
cabra frente a cobaya en una solucion amortiguadomapolietilenglicol como agente
precipitante, lista para usarse. Conservar a 248a%ta su caducidad.

Extraccion de ADN
Reactivos:

* Sacarosa Triton 2X

* Sacarosa Triton 1X

» Buffer de Lisis Nuclear
e SDS 10%

* Proteinasa K 5mg/ml

* NaCl saturado

e ETOH 100%

e ETOH 70%

 Buffer TE

* Hipoclorito de Sodio
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Materiales:

Hielera

Centrifuga refrigerada

Gradilla para tubos Falcon de 50 mL
Gradilla para tubos Falcon de 15 mL
Gradilla para tubos eppendorf

Vasos de precipitado de 250 mL

Vaso de precipitado de 500 mL para decantar
Pipetas volumétricas de 5 mL
Propipeta

Micropipetas de 100 y 10Q4

Puntas desechables para micropipetas
Pipetas Pasteur selladas de la punta
Tubos Falcon de 15 mL

Tubos eppendorf de 1.5 mL estériles
Tubos eppendorf de 5Q0. estériles

Bafio Maria con agitacion y Bafio de Temperatura

Preparacion de Reactivos:

Sacarosa Triton 2XSacarosa 219 g (0.64 M)

Tris-Base 2.4@02 M)

Mg&R.03 g (0.01 M)

Tritdbn 100X 10 mL (2%)
Vaciar todos los reactivos a un vaso de precipgadie 1000 mL y agregar
aproximadamente 800 mL de agua desionizada.
Mezclar en el agitador magnético hasta que se hemiog
AjustarelpH a 7.6
AforarallL
Filtrar con membrana
Almacenar a 4 °C
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Sacarosa Triton 1Xtomar un volumen de Sacarosa 2X y agregar un valuigual de agua
desionizada. Mezclar hasta homogenizar. AlmaceddtG

Buffer Lisis Nuclear:Tris-Base 1.21 g (10 mM)

NaCk 23.4 g (400 mM)

BMEDTA 0.75 g (2 mM)

Vaciar todos los reactivos a un vaso de precipgadte 500 mL y agregar
aproximadamente, 300 mL de agua desionizada.
Mezclar en el agitador magnético hasta que se hemog
Aforarar a 500 mL
Esterilizar en autoclave
Almacenar a Temperatura ambiente

Proteinasa K 5mg/mLpesar 50 mg de la proteinasa (0.050 g); llevar anilQ
mezclar completamente y hacer alicuotas degiO@Imacenar a —20 °C.

NaCl saturado:disolver 35 g de NaCl en 100 mL de agua desioaizadlubilizar lo mas
posible hasta que quede una capa de sal en el.fAimdacenar a temperatura ambiente.

ETOH 70%: tomar 70 mL del alcohol absoluto (100%) y agre§ar mL de agua
desionizada. Mezclar hasta homogenizar. AlmaceAd&Ga

Buffer TE:tomar 1 mL de Tris/HCL 10 mM a pH 8.0, agregar 200de EDTA 0.5 M a
pH 8.0, aforar a 100 mL y almacenar a temperatmaiente.

Tris/HCI 10 mM a pH8.0:pesar 30.275 g de Tris/HCI, disolver con 150 mLaggia
desionizada, ajustar el pH a 8.0, aforar a 250 mlmacenar a temperatura ambiente.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Reactivos:

* Agua bidestilada y estéril.

»  DMSO (dimetilsulféxido) estéril

e Buffer 10X (Promega)

e Solucién de MgGl25 mM (Promega)

e Solucién de dNTP (20 mM, pH 8.0), la cual contitagecuatro dNTPs.
» Buffer de carga ADN

* Bromuro de etidio

* Hielo
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Enzimas:

DNA polimerasa termoestable (Taq ADN polimerasajn@ecaPromega

Equipo de electroforesis:
Fuente de poder
Céamara electroforética
Gel de agarosa al 1%

Buffer 1X

Acidos nucleicos y oligonucléotidos:

* ADN gendémico humano disuelto en solucion de TE ad0mL, pH 7.6
e Primers 5'-3'y 3'-5’ en concentracién de 20 uM aado y pH 7.6
e Marcador de pares de bases (100 pb)

Material y Equipo especial:

Termociclador

Tubos eppendorf para PCR (pared delgada) estériles
Micropipetas de 2, 20 y 100 pL

Puntas desechables y estériles para micropipetas

Bario de hielo

Preparacion de reactivos:

Buffer 10X para la Taq polimerasa (Promega):
60 uL de MgCJ 25 mM + 40 uL de Buffer 10X
Guardar a -20 °C

Solucion de dNTPs (20 mM, pH 8.0):
Para 10 mM se colocan 25 uL de dATP, dTTP, dCTBTRI
Aforara a 400 pL con 300 pL de super agua
Guardar a -20 °C
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Agua bidestilada y estérilSe filtra por una membrana de 0.45 pm y se egi@rin
autoclave.

Andlisis polimorfico conformacional de cadena sipl¢SSCP)

Reactivos:

« DNA amplificado por PCR B
* dNTPs para SSCP
» Buffer de carga para SSCP

¢« TBE 1X
« TBE 10X
*« Hielo

e Acrilamida al 30%

« TEMED (N,N,N’, N'-tetrametiletilendiamina)
e Persulfato de amonio 10% w/v

e Cloruro de calcio anhidro

e Glicerol

* Agua destilada y estéril

Geles:

Gel neutro de poliacrilamida al 5.4% sin glicerol
Gel neutro de poliacrilamida al 5.4% con glicerol
Gel neutro de poliacrilamida al 8.0% sin glicerol
Gel neutro de poliacrilamida al 8.0% con glicerol
Materiales y Equipo especial:

Tubos eppendorf de 5Q0. estériles

Micropipetas de 1L y 50 L

Puntas desechables estériles para micropipetas
Bafio de hielo

Termociclador

Céamara de Electroforesis Vertical

Fuente de poder

Peines y espatula
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Papel Filtro

Desecador de geles

Cartucho para placas de rayos X
Recipiente de desechos liquidos radiactivos

Recipiente de desechos sdlidos radiactivos

Preparacion de reactivos:

dNTPs para SSCP:
Para una concentracion de 10 mM se colocan enhomdppendorf de 0.5
mL
25 uL de dATP, dTTP y dGTP, respectivamente.
12.5 puL de dCTP y 12.5 pL de dCTP que contiée como marcador
radiactivo.
Aforar a 400 pL con 312.5 pL de super agua.
Guardar a -20 °C

Buffer de carga para SSCP:

Azul de bromofenol 25 mg

Cianol-Xileno 25 mg

Llevar a 10 mL, filtrar con membrana de 0.45 pnomar alicuotas de 500
ML.

Gel neutro de poliacrilamida al 5.4% sin glicerol:

Agua destilada 42.9 mL
TBE 5X 14.0 mL
Acrilamida:Bisacrilamida 30% 12.6 mL

Para un volumen de 70 mL, degasificar con agitaelémacio durante 5’,
adicionar 1 mL de persulfato de amonio al 10% wyl%le TEMED.

Gel neutro de poliacrilamida al 5.4% con glicerol:

Agua destilada 35.9mL
Glicerol 7.0 mL
TBE 5X 14.0 mL
Acrilamida:Bisacrilamida 30% 12.6 mL

Para un volumen de 70 mL, degasificar con agitaelovacio durante 5’,
adicionar 1 mL de persulfato de amonio al 10% wyl5%e TEMED.

Gel neutro de poliacrilamida al 8.0% sin glicerol:
Agua destilada 36.85 mL
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TBE 5X 14.0 mL

Acrilamida:Bisacrilamida 30% 18.6 mL

Para un volumen de 70 mL, degasificar con agitaeldmacio durante 5’,
adicionar 1 mL persulfato de amonio al 10% y 15del.TEMED.

Gel neutro de poliacrilamida al 8.0% con glierol:

Agua destilada 29.85 mL
Glicerol 7.0 mL
TBE 5X 14.0 mL

Acrilamida:Bisacrilamida 30% 18.6 mL
Para un volumen de 70 mL, degasificar con agitaelémacio durante 5’,
adicionar persulfato de amonio al 10% y 15 uL dMED.

Cultivo celular

Medio LB (por litro):
10 g de triptona
5 g de extracto de levadura
5 g de NaCl
Ajustar a pH 7.0 con NaOH

Placas de LB con ampicilina:
Adicionar 5 g de agar a un litro de medio LB. Bb#ar con autoclave.
Permitir que el medio se enfrie ~ 50 °C antes degagria ampicilina en una
concentracion final de 100 pg/mL. Verter de 30-35 ¢e medio en cajas
petri de 85 mm. Dejar que solidifique el agar yatenar a 4 °C.

Solucion stock de IPTG (0.1 M):
1.2g IPTG
Adicionar agua hasta un volumen final de 50 mLitr&il (0.22 um) vy
almacenar a 4 °C.

X-Gal (2 ml):
100 mg de 5-bromo-4-cloro-3-indpHD-galactosido
Disolver en 2 mL de N,N’-dimetil-formamida. Cubrgon aluminio y
almacenar a -20 °C.

Placas de medio LB con ampicilina/IPTG/X-Gal:
A las placas de medio LB se les agregan 100 pundesolucion de IPTG
100 mM y 20 pL de una solucién de X-Gal 50 mg/ rilejar que se
absorban durante 30 min a 37 °C antes de usarse.
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Medio SOC (100 ml):

2.0 g de triptona

0.5 g de extracto de levadura

1 mLde NaCl1 M

0.25 mL de KCI 1 M

1 mL de solucién stock M§2 M, filtrado (0.22 um)

1 mL de glucosa 2 M, filtrada (0.22 pum)

Adicionar la triptona, el extracto de levaduraNalCl y el KCl a 97 mL de

agua destilada. Disolver con agitacion. Esteriligarautoclave y enfriar a
temperatura ambiente. Adicionar el stock de?M2 M y la glucosa 2 M,

cada uno con concentracion final de 20 mM. Lleva0@ mL con agua
destilada y estéril. El pH final debe ser de 7.0.

Stock de Mg 2M:

20.33 g MgCJ-6H,0
24.65 g MgS@ 7 HO
Adicionar agua destilada para 100 mL. Filtrar 20.2n).

Electrofisiologia

Solucion de Barth (mM):

ND96( mM):

88 NaCl

1 KCI

0.41 Cadl 2H,0O
2.4 NaHCQ

0.82 MgSQ7H,0O
0.33 Ca(NQ@),4H,0
20 HEPES
AjustarapH 7.5

90 KCI (3.35 g)

1 MgCkL (0.0474 q)

1.8 CaCl (0.0998 g)

5 HEPES (0.5957 Qg)

Disolver en 500 mL de agua destilada, ajustar ptHfiaon KOH 1 M, filtrar
(0.22 um) y almacenar a 4 °C.

[84]



9. APENDICE Il

I:;:..nmary CTGACACGCCTGGCAGAGGACCCTGCCRAGCCCAGGTACCGTGCC
Variants | « ¢ 2 « s s o 5 2 0 5 2 8 8 s 2 0 0 5 s 8 v s s aBh oo e 0w
o a1 51 61 71 81

Refarsncsa el 1.'-=B—I'G.-B£'F !.,ci.c ﬁ’i l:-.‘ﬂ.'!!:;ﬂ '!:E-.&"l‘:-.'l:- [ 1}! G-‘G; Aagcc ﬂlﬂfﬂ'g'ﬁ-iﬁf'ﬂ'#.ﬂ ‘l:.cg-c- c
Reference-hA L T R L A E D P A P R Y R &

w Specimens CTGACAEGCETEEEAGJ‘LGGACECTGEER;!LGCECAGGTAECGTGCE
CTGACACGCCTGGCAGAGGACCCTGCCRRGECCCAGGTACEGTGCC

D48_H05 . N

w Specimen? CTGACACGCCTGGCAGAGGACCCTGCCPAGCCCAGGTACCGTGCC
CTGACACGCCTGGCAGAGGACCCTGCCGRGCCCAGGTACCGTGCC

D49F_ADB \p J\ f\ Wﬂ{\ﬁ _ﬂ; N{k 0 A M __ /\Af\ M\/‘Aﬂf

w Specimend CTGCACACGCCTGGCAGAGGACCCTGCCRMGCCCAGGTACCGTGCEC
CTGACACGCCTGGCAGAGGACCCTGCCRUGLCCCAGGTACCGTGCC

P Speciuens ETGAC&CGCCTGGCAG.&GGRC—EETGEEAﬁGEEEAGGTACCGTGCE
P specimenlD | [CTGACACGCCTGGCAGAGGACCCTGOCRRGOCCAGGTACCGTGOC

Fig. 5.4 Electroferogramas del exdon uUnico del gkin6.2, analizados mediante el
programa SeqScape v2.6. R = guanina y/ o adening Quanina y A= adenina.

D51F_BO6

Kir6.2_transcrito_L rmled Refursisy | Iu4mll I ; | oy
Sunmary IGILTGCCAACAGCCCACTCTACGACS GGCACCSREGSGVCCKGSRCCHCEMCCRRRHESSESG I
Variaties Wi &% 55905 i S5 EEN 0SSV B eR B b VREEE T s S e R R e

Index 187 797 807 817 827 837
Reference  -atgccaacagcgcagtctacgacbkygcacocagcgacctycacpaccacsaggacctay
Reference-Ak | D A N S P L Y D|[L A P S D L H H H Q D L |
WCH-14  [Ba o slsi s o Wae o e n i s b Bl v S0 SR W5 SRElEE O RS R R i |
|II||||I||||I|I|||||||||_III|II|||II|||I|||II|II|||||III||||
GATGCCAACAGCCCACTICTACGACSIGGCACCCAGCGACCTGCACCACCACCAGGACCIC
seq_013_G03 : : 3 /\)} Y
i: -: l. 4 ~ A A IR N ! j '.I n{‘
ot oot gl ol
w (CH-27 oy R N R N B e bl e e W B ETESAE G AR e KON AR A R
il nlliggrednnbdadiiadaliiimhl
GATGCCAACAGCCCACTCTACGACK I GG CACCCAGCGACCTGCACCACCACCAGGACCIC
seq_014_G04 .- M f /ﬂ f\
e e M el 4 g
< ENE |

Flg 5.5 Electroferogramas del exon unico del gki6.2, analizados medlante el
programa SeqScape v2.6. S = citosina y/ o guafiagijtosina y G = guanina.
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<irB.2_transcrito_ [ICOPIN Referenoe

|II 1l | | L | | ]| |
Suumary CCCATTGTAGC TCAGGAGGACGGAN P TTACTCTGTCGACTACTCCAAGTTTGGCA
BT NAYTsnES: WMy oo s wow s wmim wmmE W il i N RN e N MR S N ¥
Tndex 956 966 986 996

976

Reference ~ |cccattgtagetgaggaggacggaryttactetgtygacractecaagrttyges
Reference-AA p I Y a E E b &R ¥ t]
WOOpecImENZl | s« v i e e O A T ST I S S A IR S
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Fig. 5.6 Electroferogramas del exdén uUnico del gki6.2, analizados mediante el
programa SeqScape v2.6. Y = citosina y/ o timina; ctosina y T= timina.
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Fig. 5.7, Electroferogramas del exon unico del gkin6.2, anallzados mediante el
programa SeqScape v2.6. R = guanina y/ o adenmguénina y A= adenina.
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10. APENDICE Il

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO

UNIDAD DE INVESTIGACION, LAB. DE ENDOCRINOLOGIA MOL ECULAR

CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN A INVESTIGACION:

México D.F.

A quien corresponda:

Yo, el (la) abajo suscrito(a) de afios de
edad, en forma libre y voluntaria acepto participarel estudidEvaluacion molecular de los
genesNkx2.2, Nkx6.1 y Kir6.2 en pacientes diabéticos tipo 2"cuyo objetivo es identificar los
genes responsables de la diabetes tipo 2, en pablEexicana.

Se me ha informado sobre la importancia del estud® motivos, duracion y forma en que se
llevaréa a cabo; asi como la manera y condiciondasque se me tomaré la muestra de sangre. Se
me ha otorgado la oportunidad para hacer pregwatae el estudio y quedo satisfecho sobre la
informacién y respuestas recibidas.

Nombre del paciente

Direccion:

Firma:

Nombre y Firma del investigador.
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“Evaluacion de los genes Nkx2.2, Nkx6.1y
Kir6.2 en pacientes diabéticos tipo 2”

CUESTIONARIO GENERAL

Datos personales

Nombre: Edad:
Ocupacién: Estaitto ¢

Sexo: ___ Direccion:

Escolaridad: Oéteco:

Datos antropométricos

Peso: kg Talla: m IMC:
Cintura: cm Cadera: cm ICC:

Tension arterial:

Destrostix:

Enfermedades
Diabetes: Hipertension: Hiperlipiceemi

Otra:

Antecedentes heredofamiliares

¢ Tiene o tuvo algun familiar con diabetes tipo 2?

Observaciones

Ingiere alcohol: _ poco__ moderadamente frecuentemente

Tomarefresco: __ poco___ moderadamente frecuentemente

Fuma: poco ___ moderad#&nen _frecuentemente

Jugos / fruta fresca: __/ poco _ / moderadamente __/frecuentemente _ /
Café / atole: [/ poco__/moderadamente __ /frecuentemente _ /
Pan / tortillas / pandulce: __/_/_ poco__/ [/ moderado__/_/ frecuente __/ |/
Huevo / carne / frijoles: _ /[ poco _/ [/ moderado _/ [/ frecuente _/ _/
Verduras de hoja verde / zanahoria / chayote /:papapoco _ moderado___ frecuente
Realiza ejercicio: ___ ¢Cual?
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