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l. INTRODUCCION

La diabetes mellitus representa uno de los principales problemas de salud publica en
el mundo. Se estima que afecta a 151 millones de personas y que en el afio 2025 habra
324 millones de diabéticos [1]. En México, la gran mayoria de los pacientes afectados
presentan diabetes mellitus tipo 2 (90-95%). La incidencia de esta forma de diabetes es
alta y estd considerada como la primera causa de muerte. Segun la Encuesta Nacional de
Salud [2], en el afio 2000 la prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 en adultos mayores de
20 anos de edad era del 7.5% a nivel nacional, siendo el Distrito Federal una de las
entidades federativas con mayor porcentaje de diabéticos (8.5%). Es probable que en el
ano 2025 existan aproximadamente 12 millones de enfermos en nuestro pais (12.3%) [3].

La diabetes mellitus tipo 2 ha sido caracterizada histéricamente como diabetes de
aparicién en adultos. Sin embargo, recientemente se ha observado un aumento en la
prevalencia de dicho padecimiento en jovenes. Alrededor del 30% de los casos de diabetes
se presentan en la segunda década de la vida [4,5] y, en México, aproximadamente el 15%
de los pacientes diabéticos tipo 2 son diagnosticados entre los 20 y 40 afios de edad [6].

La predisposicion genética constituye uno de los principales factores de riesgo
asociados a diabetes mellitus tipo 2. A través de la evaluacion de un subtipo monogénico
de diabetes denominado MODY (Maturity-onset diabetes of the young) se han identificado
variantes polimorficas de distintos genes que contribuyen a la susceptibilidad de
desarrollar diabetes mellitus tipo 2, las cuales difieren entre las diversas poblaciones del
mundo [7].

Varios estudios han proporcionado evidencia que demuestra la relacion entre la
diabetes mellitus tipo 2 y el brazo largo del cromosoma 20 en caucasicos y asiaticos,
sugiriendo que uno o mas loci de susceptibilidad de diabetes tipo 2 se encuentran en el
cromosoma 20q. El gen HNF-4x es uno de los candidatos dentro de esta region debido a
que las mutaciones en éste han sido implicadas en el subtipo de diabetes MODY1 y en la
diabetes mellitus tipo 2 de inicio temprano [8,9].

En Japon se encontré que el polimorfismo T130l del gen HNF-4x (MODY1) esta
asociado con la diabetes mellitus tipo 2 debido a que se presentd con mayor frecuencia en
pacientes diabéticos (3.5%) que en sujetos control (0.8%) [10]. En un estudio danés
también se demostrd una asociacién significativa ya que la frecuencia alélica de este
polimorfismo en pacientes diabéticos fue del 8% y la determinada en sujetos control fue
del 6%. Los resultados en ambos estudios fueron consistentes, lo cual llevé a proponer
que el polimorfismo T130Il incrementa el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2
[11]. En la poblacién mexicana hay una alta prevalencia de esta variante en adultos con
diabetes mellitus tipo 2 (16%) en comparacién con la que se presenta en sujetos control
(5.4%), por lo que su determinacién en jovenes puede considerarse como un factor de
riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 de inicio temprano [12].



Ji

ll. OBJETIVOS

Determinar la frecuencia con la cual se presenta el polimorfismo T130l del gen
HNF-40. en una poblacion de 100 estudiantes de la Facultad de Quimica de la
UNAM.

Evaluar el perfil bioquimico y hormonal, asi como la genética molecular de la
poblacion, para establecer la relacién que existe entre el fenotipo y el genotipo de
ésta.



11l. HIPOTESIS

1. Debido a que en el gen HNF-4x existen polimorfismos que son comunes en
distintas poblaciones, asi como variantes alélicas caracteristicas de cada una de ellas, es
probable que la poblacién mexicana comparta algunos de estos polimorfismos y que
ademas posea variantes propias.

2. Se ha encontrado que la prevalencia del polimorfismo T130l gen HNF-4x en
pacientes diabéticos tipo 2 mexicanos es alta (16/100), en contraste con la que se
presenta en sujetos control (5.4%). Por lo tanto, en la poblacién de jévenes estudiada
existe la posibilidad de encontrar esta variante con una frecuencia génica igual o mayor a
la de los sujetos control mexicanos y menor a la de los diabéticos tipo 2.



V. ANTECEDENTES

1. Regulacidon hormonal del metabolismo de la glucosa

La glucemia es un parametro altamente controlado por el organismo. En humanos, los
niveles de glucosa en sangre se mantienen constantes en un intervalo de 70-110 mg/dL.

La homeostasis de la glucosa esta regulada principalmente por la acciéon de dos
hormonas: la insulina y el glucagon. Ambas son sintetizadas por el pancreas en las células
By ot de los islotes de Langerhans, respectivamente.

Las concentraciones elevadas de glucosa promueven la sintesis y secreciéon de la
insulina, la cual aumenta la captacion de glucosa en el musculo y en el tejido adiposo,
estimula la glucélisis, la lipogénesis, la glucogenogénesis y la sintesis de proteinas e
inhibe la produccién hepdatica de glucosa, la B-oxidacién de acidos grasos, la
glucogendlisis y la protedlisis.

Cuando los niveles de insulina son bajos, el glucagon aumenta la producciéon hepatica
de glucosa y su liberacién a la circulacion mediante la induccién de la gluconeogénesis y
la glucogendlisis.

El pancreas es el 6rgano responsable de esta regulacion debido a que tiene la
capacidad de monitorear la concentracion de glucosa y, en consecuencia, producir insulina
y glucagon [13-15].

El cortisol es una hormona esteroide de tipo glucocorticoide que también participa en
el control de la homeostasis de la glucosa debido a que estimula la produccién hepatica
de glucosa a través de la activacidon transcripcional de genes que codifican para enzimas
reguladas por glucocorticoides, como la tirosina aminotransferasa y la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa. Ademas, promueve la acumulacién de lipidos en el tejido adiposo e inhibe
la actividad de la enzima glucégeno sintasa en el musculo esquelético y la secrecién de
insulina [16].

2. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es un desorden metabdlico caracterizado por hiperglucemia
crénica en el cual se presentan alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasas y
proteinas debido a una deficiencia en la sintesis, secrecién y/o accién de la insulina.

Los sintomas que se presentan debido a la hiperglucemia son: poliuria, polidipsia,
polifagia, pérdida de peso y visidn borrosa.

Las complicaciones a largo plazo incluyen retinopatia con pérdida potencial de la
vision, nefropatia que conduce a falla renal, neuropatia periférica con riesgo de ulceras de
pie y amputaciones, ademas de neuropatia autonomica que causa disfuncion sexual y



sintomas gastrointestinales, genitourinarios y cardiovasculares. Los pacientes con
diabetes tienen una incidencia elevada de enfermedades cardiovasculares, de arterias
periféricas y cerebrovasculares [17,18].

De acuerdo a lo establecido por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), los
criterios para el diagnéstico de la diabetes mellitus son los siguientes [17,19]:

1. Sintomas de diabetes y una concentracion plasmatica casual de glucosa > 200
mg/dL (11.1 mmol/L). Se define casual como: “a cualquier hora del dia sin
considerar el tiempo transcurrido desde la ultima comida”. Los sintomas
clasicos de diabetes son: poliuria, polidipsiay pérdida de peso inexplicable.

2. Glucosa plasmatica en ayuno > 126 mg/dL (7.0 mmol/L). Se define ayuno
como: “en una ausencia de ingesta caldrica en un periodo minimo de 8 horas
previas.

3. Concentracion de glucosa = 200 mg/dL 2 horas después de la ingesta de una
carga oral de glucosa durante la prueba oral de tolerancia a la glucosa. La
prueba debe realizarse como lo indica la Organizacién Mundial de la Salud,
utilizando una carga de glucosa que contenga el equivalente a 75 g de glucosa
anhidra disuelta en agua.

3. Clasificacién etioldgica de la diabetes mellitus

La mayoria de los casos de diabetes se encuentran clasificados en dos categorias
etiopatogénicas principales: diabetes tipo I, en la cual hay una deficiencia absoluta de
secrecion de insulina y diabetes tipo Il, cuya causa es una combinacién de resistencia a la
accion de la insulina y una respuesta de compensacién inadecuada de secrecion de
insulina.

Existen otros tipos especificos de diabetes mellitus, entre los cuales se encuentran
aquellos que estan relacionados con defectos genéticos de la funcién de las células B
pancredticas (MODY), defectos genéticos en la accién de la insulina, enfermedades del
pancreas exocrino y endocrinopatias, diabetes inducida por farmacos o agentes quimicos,
infecciones, formas poco comunes de diabetes mediada por inmunidad, sindromes
genéticos que en ocasiones se asocian con diabetes y diabetes mellitus gestacional [17].
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4. Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 es la variedad mas frecuente de diabetes. Comprende una
serie de padecimientos caracterizados por hiperglicemia y una mayor predisposicion al
desarrollo de complicaciones vasculares debido a la presencia de anormalidades
fisiologicas como resistencia periférica a la insulina en musculo esquelético y tejido
adiposo, produccion excesiva de glucosa hepatica y secrecion deficiente de insulina.

Las caracteristicas clinicas mas representativas de la enfermedad son: obesidad, alta
penetrancia (concordancia en gemelos monocigdticos superior al 90%), herencia de
caracter poligénico y asociacién con hipertensién arterial y dislipidemia. En la mayoria de
los casos, los individuos afectados no requieren insulina para sobrevivir [7].

Generalmente, esta forma de diabetes se diagnostica afios después de su apariciéon
debido a que la hiperglucemia se desarrolla gradualmente y, en etapas tempranas, no es
lo suficientemente severa para que el paciente pueda notar alguno de los sintomas de la
enfermedad [17].

Los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 comUnmente presentan resistencia a la
insulina, la cual se define como la incapacidad genética o adquirida de los tejidos blanco
de responder normalmente a la accion de la hormona.

El incremento en la secrecién de lipoproteinas hepaticas, el crecimiento del tejido
adiposo y la elevacién de la concentracion de acidos grasos circulantes favorecen el
desarrollo de resistencia a la insulina y aumento de la gluconeogénesis hepatica. A largo
plazo, la secrecién de insulina es deficiente y existe una descompensacién del tejido
pancredtico endocrino mediada por mecanismos apoptéticos [20-22].

La glucotoxicidad y la lipotoxicidad son dos condiciones que se presentan en la
diabetes tipo 2, las cuales conducen a la disfuncién de las células B.

La alta concentracion de glucosa modifica los niveles de expresion del gen que
codifica para el transportador de glucosa GLUT2, activa a la glucocinasa y causa una
induccién coordinada de genes que codifican enzimas de la glucélisis, anaplerosis y
lipogénesis. Se generan otros cambios metabdlicos importantes como la acumulacién de
glucégeno, pérdida de la primera fase de secrecién de insulina, flujo glucolitico
aumentado, incremento de los procesos anaplerdticos y lipogénicos con una marcada
produccion de triglicéridos. La exposicion aguda de la célula B a altas concentraciones de
acidos grasos produce un aumento en la liberacién de insulina y la exposicién crénica
provoca la pérdida de sensibilidad de la célula a la glucosa, mostrando un patrén de
hipersecrecién de insulina a bajas concentraciones de glucosa y una incapacidad de
adaptar la respuesta secretoria a incrementos en la glucemia. La sintesis de insulina
disminuye y hay acumulacién de triglicéridos [23,24].
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En los ultimos afos, la incidencia de diabetes tipo 2 en jévenes ha aumentado. El
fracaso de adaptacion o la incapacidad para recuperarse de la resistencia a la insulina en
la pubertad pueden provocar resistencia crénica y falla de las células beta, lo que,
eventualmente, dard origen a la enfermedad [5].

Aunque la resistencia a la insulina ha sido caracterizada como una de las principales
determinantes de esta forma de diabetes, en jévenes mexicanos con diabetes mellitus tipo
2 de inicio temprano, la ausencia de resistencia a la insulina en la mayoria de los casos y
la alta prevalencia de deficiencia de insulina sugieren que esta Ultima es la principal
anormalidad responsable de la presencia prematura de diabetes en dicho grupo [6].

4.1 Factores de riesgo

La obesidad, una dieta alta en carbohidratos y lipidos, el estrés, la falta de actividad
fisica y la predisposicién genética son factores de susceptibilidad implicados en la
aparicion de diabetes mellitus tipo 2 [5].

El aumento de tejido adiposo estd asociado con el incremento de la liberacion rapida
de insulina y la disminucién de la sensibilidad a la hormona. Ambas condiciones causan
resistencia a la insulina, la cual tiene una alta prevalencia en individuos obesos.

Existen otros factores que estan involucrados en el aumento de la obesidad vy
resistencia a la insulina: la falta de actividad fisica o sedentarismo y el consumo elevado
de ciertos componentes dietéticos como carbohidratos y grasas. La relacién entre la
obesidad y el sedentarismo se puede explicar mediante tres mecanismos: (1) gasto
reducido de energia, (2) aumento de la ingesta calérica debido al habito de comer durante
las actividades sedentarias y (3) velocidad metabdlica disminuida en el transcurso de este
periodo [5,20,21].

El estrés mental constante puede provocar alteraciones crénicas en las
concentraciones de cortisol. La elevacion frecuente de los niveles de esta hormona
favorece el desarrollo de obesidad abdominal y, en consecuencia, la aparicion de
resistencia a la insulina [16].

Asimismo, la presencia de diabetes tipo 2 en un primer o segundo grado ascendente
en los miembros de la familia aumenta la probabilidad de desarrollar dicha enfermedad

[5].

Para poder establecer el riesgo de padecer diabetes tipo 2 en la poblacién juvenil, la
ADA recomienda el uso de una combinacién de criterios: el estado de sobrepeso y dos de
los siguientes factores de riesgo: historia familiar positiva de diabetes tipo 2, etnicidad
(Indios Americanos, Afro-Americanos, Hispano-Americanos, Asiaticos) y signos de
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resistencia a la insulina o condiciones asociadas con resistencia a la insulina (hipertension,
dislipidemia). Los jovenes que cumplen con estos criterios deben ser examinados cada
dos afios iniciando a la edad de 10 afios o cuando se presente la pubertad si ésta ocurre
tempranamente [5].

4.2 Genética de la diabetes mellitus tipo 2

La diabetes mellitus es un trastorno complejo cuya herencia es de caracter poligénico,
lo que significa que es necesaria la presencia de diversos defectos genéticos o
polimorfismos para su desarrollo [25].

Un polimorfismo se define como la existencia de dos o mas alelos presentes en una
poblacién, cuya frecuencia es significativa (>1%). Los alelos son formas alternas de un gen
que difieren en la secuencia del ADN debido a la adicién, delecién o sustitucion de uno o
mas nucledtidos; a este cambio de secuencia se le denomina mutacién. Los polimorfismos
simples de nucleétidos son aquellos en los que los alelos sélo difieren en una base [26].

Varios estudios han tratado de definir la participacion de distintos genes relacionados
con el metabolismo y la homeostasis de la glucosa en la patogénesis de la diabetes tipo 2.
Sin embargo, sélo en una proporcion muy pequefia de pacientes se han encontrado
mutaciones en algunos de estos genes, por ejemplo, aquellos que codifican para la
insulina, el receptor de la insulina, el transportador de glucosa GLUTZ2, IRS-1 (sustrato del
receptor de la insulina 1), el receptor del glucagon y los genes que expresan las enzimas
prohormona convertasa 2 (PC2), glucdégeno sintasa y glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
mitocondrial. Por lo tanto, se ha propuesto la participacién de genes que codifican para
factores transcripcionales involucrados en la regulacion de varios genes que estan
asociados al metabolismo de la glucosa [7,25,27].

Ademas, los polimorfismos genéticos o mutaciones en los genes de los factores de
transcripcién que actian en la regulaciéon de la expresion de genes del desarrollo y
funcionamiento del pancreas, entre los que se encuentran NeuroD1/Beta2, Nkx2.2, Pax4,
Pax6, Isl-1 (islote 1) y Hlbx-9, pueden provocar el desarrollo deficiente de este 6rgano y
diabetes consecuente [14,28-30].

La identificacién de algunos de estos factores de transcripcion se ha realizado a través
del estudio de una variedad monogénica de diabetes denominada MODY [6].

5. Diabetes mellitus tipo MODY

La diabetes tipo MODY (Maturity-onset diabetes of the young) es un subtipo
monogénico de diabetes mellitus tipo 2 caracterizado por edad de aparicion temprana
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(generalmente antes de los 25 afios), herencia autosémica dominante y secrecidn
deficiente de insulina con sensibilidad normal a la insulina. Su prevalencia en la poblacién
diabética tipo 2 es del 5 al 10% y la mayoria de los sujetos que la padecen no son obesos
ni requieren de un tratamiento con insulina [31].

Este desorden es genéticamente heterogéneo. A la fecha se han identificado
mutaciones en seis genes distintos denominados MODY, cinco de los cuales corresponden
a factores de transcripcion expresados en pancreas: HNF-4o«, HNF-1x, IPF-1, HNF-1B,
NeuroD1/Beta2 y uno a la enzima glicolitica glucocinasa.

La glucocinasa participa en la regulacién de la secrecién de insulina en la célula B. Por
otra parte, los cinco factores de transcripcidon actiian como reguladores positivos (directos
o indirectos) del gen de la insulina y otros genes pancreaticos.

La presencia de mutaciones en cualquiera de los genes MODY provoca una deficiencia

en los procesos de sintesis y secrecidon de insulina (Tabla 1).

Tabla 1. Genes responsables del fenotipo MODY y las caracteristicas asociadas a las mutaciones en cada uno de ellos

Gen/producto Efecto de las Fenotipo clinico
mutaciones

MODY 1 TCF14 / HNF-4«x Alteracion en la Hiperglicemia severa, frecuente
(20g12-9q13.1) sintesis y secrecién  requerimiento de insulina,

23 mutaciones reportadas de insulina nefropatia, retinopatia
[9]

MODY 2 GCK/ Glucocinasa Alteracién en la Hiperglicemia moderada, control
(7p15-p13) secrecién de con hipoglucemiantes y dieta
mas de 80 mutaciones insulina
reportadas

MODY 3 TCF 1/ HNF-1«x Alteracién en la Hiperglicemia severa,
(12q24.2) sintesis y secreciéon  requerimiento de insulina,
mas de 50 mutaciones de insulina nefropatia asociada
reportadas

MODY 4 IPF-1 Alteracién en la Hiperglicemia moderada, control
(13qg12.1) sintesis y secrecién  con hipoglucemiantes, eventual
2 mutaciones reportadas de insulina. requerimiento de insulina.

Retraso en el
desarrollo del
pancreas (mutacién
homocigota)

MODY 5 TCF 2/ HNF-1B Alteracién en la Hiperglicemia severa, frecuente
(17921.3) sintesis y secreciéon  requerimiento de insulina,

3 mutaciones reportadas de insulina nefropatia asociada.

MODY 6 NeuroD1/Beta2 Alteracién en la Hiperglicemia moderada o

(2932)
2 mutaciones reportadas

sintesis de insulina

severa.
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Existen otras variedades de MODY en las que el gen causal no ha sido identificado.
Dichas variedades se agrupan como MODY X, asumiendo que puede haber mdas de un
subtipo distinto a los que ya se conocen [7,32-34].

5.1 Factores de transcripcién

La regulacién de la expresidon génica en los organismos eucariontes puede efectuarse a
varios niveles: (1) control transcripcional, (2) procesamiento del pre-mRNA, (3) transporte
del mRNA al citoplasma, (4) estabilidad del mRNA, (5) seleccion del mRNA que se va a
transcribir y (6) modificacion post-transcripcional de la proteina producida.

Los genes eucarioticos estan regulados, en parte, a nivel transcripcional. Hay dos
componentes principales que estan involucrados en el control de la transcripcion: las
secuencias cortas de DNA que participan como sitios de reconocimiento para la unién de
la RNA polimerasa (regiones promotoras o promotores) y las proteinas reguladoras que se
unen a estos sitios para iniciar la transcripcion (factores de transcripcion).

La regién promotora de la mayoria de los genes contiene varios elementos: una
secuencia de 8 pares de bases A=T que se denomina caja TATA, una secuencia llamada
caja CAAT y una caja GC, cuya secuencia es GGGCGG.

Los factores de transcripcién son estructuras proteicas que tienen, al menos, dos
dominios funcionales: (1) dominio de unién a DNA y (2) dominio de activacién en trans, el
cual se une a la RNA polimerasa Il o a otros factores de transcripcion.

Los dominios de union a DNA tienen distintas estructuras tridimensionales o motivos,
entre las que se encuentran la hélice-giro-hélice, las cremalleras de leucina y los dedos de
zinc. Estos ultimos contienen dos grupos: uno de 2 residuos de cisteina y otro de 2
residuos de histidina. Ambos se encuentran en intervalos repetidos y se unen
covalentemente con atomos de zinc, plegando los aminoacidos en lazos conocidos como
dedos de zinc (Figura 1) [26].

COOH
L
HOOC His
N, 23 L
/ O 5 Cys &
_ 2 ) . #
e o] /EO

. &
i) QIS
2
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Figura 1. Estructura tipo dedo de zinc
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La transcripcion del DNA a mRNA se inicia con el ensamblaje de la maquinaria basal o
general, el cual consiste en la unién de una variedad de factores de transcripcion (lIA, 1B,
IID, IIE, IIF y 1IH) a la caja TATA del promotor y el subsiguiente acoplamiento de los
factores de transcripcidon asociados a las proteinas de unién de esta regidén promotora y
de la RNA polimerasa Il. Los factores de transcripcién se pueden unir a regiones
intensificadoras, silenciadoras, o a elementos de respuesta metabdlica para regular la
actividad de la maquinaria basal transcripcional [32].

5.2 Factor nuclear de hepatocito 4x (MODY 1)

El factor nuclear de hepatocito 4 (HNF-4) es un factor de transcripcion que esta
codificado por dos genes: HNF-4x y HNF-4y, los cuales expresan las proteinas HNF-4«x
(receptor nuclear 2A1) y HNF-4y (receptor nuclear 2A2), respectivamente. Ambos estan
considerados como activadores transcripcionales constitutivos [35].

Los receptores nucleares son factores de transcripcién que se unen como dimeros a
elementos de respuesta (PUGGTCA o PuG(G/A)ACA) y que se encuentran organizados en
secuencias palindrémicas, secuencias repetidas o como mondémeros.

Después de su uniéon al promotor, los receptores nucleares modulan la transcripcion
mediante el reclutamiento de correguladores transcripcionales y componentes del proceso
de transcripcién.

En ausencia de ligando, estos receptores incorporan complejos represores a la region
de la secuencia promotora. Dichos complejos generan un ambiente de cromatina local que
restringe la transcripcién de manera activa. La union de ligandos agonistas induce el
cambio de correpresores por coactivadores a través de un rearreglo estructural de los
receptores nucleares.

Los receptores nucleares incluyen a los factores de transcripcion dependientes de
ligando, como los receptores para estrogenos (ER-o y ER-B), andrégenos,
glucocorticoides, progesterona, hormonas tiroideas, vitamina D y retinoides [36].

El factor nuclear de hepatocito 4o (HNF-4x) es un factor de transcripcién que forma
parte de la familia de receptores nucleares hormonales esteroides/tiroideos. En los
mamiferos, se expresa en el higado, rifién, intestino delgado e islotes pancreaticos.

El gen HNF-4x consta de 13 exones (Figura 2) y codifica 9 isoformas distintas (x1-
®9), cuya expresion es resultado de un procesamiento alternativo del mRNA y de la
utilizacion de los promotores proximal (P1) y alternativo (P2). El promotor P1 inicia los
transcritos que contienen el exén 1A (isoformas «1-®6), mientras que el promotor P2
inicia aquellos que contienen el exén 1D (isoformas x7-x9).

La expresion de las isoformas de la proteina HNF-4x varia con el desarrollo,
diferenciacion y origen del tejido. En el higado y en el rifidn, su transcripcion se inicia
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principalmente en el promotor P1, mientras que en los islotes pancredticos esta dirigida
por ambos promotores [8,37,38].

La proteina HNF-4x posee una estructura formada por 6 regiones diferentes (A-F), las
cuales corresponden a dominios funcionales (Figura 2).

La regién A/B (aminodcidos 1-50) es un dominio N-terminal que provee una funcién
de transactivacidon independiente de ligando llamada AF-1 (aminodcidos 1-24). La regién
C (aminodcidos 50-116) contiene el dominio de unién a DNA (DBD). En la regi6én D
(aminoacidos 116-174), la funcion del dominio también esta involucrado en la unién al
DNA. La regién E (aminoacidos 174-370) comprende un complejo funcional C-terminal
que forma un dominio de unién a ligando (LBD), una interfase de dimerizacién y un
dominio de transactivacién dependiente de ligando AF-2 (aminodcidos 128-366). La
regiéon F (aminoacidos 370-465) tiene un dominio cuya funcidn consiste en inhibir la
actividad del dominio de transactivacion A2 de HNF-4x [32,35,39].

Exones
FZ 1D Fl 1A 1c 1E H 3 4 5 G
Gen
5
Proteina L E
AF-1 Dotninin de Droninin de wnidn a ligands AF-2
uidn a DA dotinio de ditnerizacidn

Figura 2. Representacion de la estructura del gen y la proteina HNF-4x

El potencial transcripcional del factor nuclear de hepatocito 4x esta regulado por
coactivadores y correpresores. El moédulo de la funcién de activacién AF-1, codificado por
el exén TA, esta implicado en el potencial transcripcional de HNF-4x y en el reclutamiento
de coactivadores que son esenciales para la funciéon de la proteina [35].

El factor de transcripcion HNF-4x se une al DNA como homodimero. El dominio de
union a DNA consta de dos estructuras tipo dedos de zinc y una extension C-terminal, en
la cual se encuentran las cajas T y A. La caja T posee una estructura de hélice « llamada
tercera hélice. Este dominio media la unién especifica y de alta afinidad al DNA [40,41].

El dominio de unién a ligando de la proteina HNF-4x es hidrofébico y sus ligandos son
acidos grasos monoinsaturados y saturados (C14-C18), los cuales poseen una funcion
estructural en el plegamiento correcto de la proteina activa [42,43]. Dentro de este
dominio, se ha demostrado que la presencia de una region denominada caja | proporciona
una interfase de dimerizacién, la cual estd involucrada en la unién de los receptores
nucleares al DNA [44].
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Los dominios de unién a ligando de los receptores nucleares se encuentran en dos
conformaciones distintas. La diferencia entre las formas esta en la posicion de la hélice
«12, comunmente referida como dominio de transactivacién AF-2. En la primera
conformacién, «12 se extiende colinealmente con las hélices ®10 y 11, dejando el sitio
de unién a ligando accesible y el dominio de unién a ligando en lo que se conoce como
una conformacion “abierta”. Debido a que esta estructura no permite la unién de
moléculas coactivadoras, se considera que es la forma inactiva. En la segunda
conformacién, la hélice «12 se pliega en la parte posterior del dominio de unién a ligando
para sellar el sitio de uniéon a ligando. Debido a que esta forma “cerrada” interactda con
coactivadores, se considera que es el estado activo de los receptores nucleares [45,46].

La actividad de la proteina HNF-4x esta regulada a través de varias vias como las
modificaciones post-transcripcionales (fosforilacién o acetilaciéon) y las interacciones
proteina-proteina con otros factores. Por ejemplo, la proteina cinasa activada por AMPc
inhibe la actividad de HNF-4x mediante la fosforilacién de uno de los residuos de serina
del factor de transcripcion, lo cual provoca la disminucion de su dimerizacién [40,47].

El factor nuclear de hepatocito-4x participa en el desarrollo embrionario y se requiere
para la funcién normal de los hepatocitos y de las células B pancreaticas [45].

Este factor de transcripcién interactia con elementos de regulacidon en los promotores
e intensificadores de mas de 40 genes blanco involucrados en el metabolismo de la
glucosa, colesterol y acidos grasos [8,9].

Algunos de los genes blanco incluyen a aquellos que codifican para el transportador
de la glucosa 2 (GLUT 2), la aldolasa B, la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, la
piruvato cinasa, la fosfoenolpiruvato carboxicinasa y las apolipoproteinas Apo-Al, Apo-Il,
Apo-IV, Apo-B, Apo-ClIl, Apo-Illl y Apo-E [7,42,45].

El factor nuclear de hepatocito-4x también participa en la regulacion de la expresion
de los genes que codifican para la albumina, el fibrinogeno y los factores de coagulacién
VII, VIII, IX y X [48].

En los islotes pancreaticos, el factor de transcripcién HNF-4x se une a 1400 genes
distintos [29] y su funcién en las células B consiste en activar directamente al promotor
del gen de la insulina y participar en el proceso de secreciéon de insulina inducida por
glucosa [35,40].

Debido a que el gen HNF-4x se expresa en las células B maduras, cualquier deficiencia
estructural o funcional de esta proteina que haya sido causada por alguna mutacion,
puede favorecer la disminucién de la secrecién de insulina y, en consecuencia, aumentar
el riesgo de desarrollar diabetes mellitus [49].
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La region de codificacion del gen HNF-4x ha sido investigada extensamente en
distintas poblaciones con la finalidad de identificar variantes alélicas que contribuyan al
desarrollo de diabetes mellitus tipo 2. Algunas de las 23 mutaciones heterocigotas que se
han encontrado a la fecha en familias MODY1 y familias con diabetes de aparicién
temprana son: D69A, F75fsdelT, K99fsdelAA, G115S, D126Y, D126H, R127W, T130l,
R154X, V255M, Q268X, E276Q, R324H, V328ins, 1145V y V3931 [8,9,37,50].

Los pacientes con MODY1 exhiben defectos en la secrecion de insulina estimulada por
glucosa y por arginina, lo que indica que existe una pérdida progresiva de la funcién de
las células B pancredticas. Ademas, las concentraciones en suero de triglicéridos y lipidos
estan disminuidas en estos individuos, lo cual sugiere la presencia de un defecto hepatico
primario en estos pacientes. Debido a que MODY esta caracterizada principalmente por
una secrecion deficiente de insulina estimulada por nutrientes, se cree que la pérdida de
la proteina HNF-4x en las células B es el defecto primario que causa la hiperglucemia.
[9,43,51,52]

Se han descrito varios mecanismos para explicar como es que las mutaciones en el
gen HNF-4x provocan que la funcién de este receptor nuclear sea deficiente. Estos
incluyen: (1) pérdida del modulo de funcién de activacién AF-2 debido a mutaciones sin
sentido como R154X y Q268X, (2) pérdida parcial de la unién a DNA debido a mutaciones
en el dominio de unién a DNA, como D126Y y D126H y (3) reclutamiento deficiente de
coactivadores y otros activadores transcripcionales (mutacién E276Q) [40].

La variante T130l (treonina-130-isoleucina) es un polimorfismo simple de un
nucledtido que se origina a partir de una mutacién de sentido equivocado localizada en el
exon 4 del gen HNF-4x y en la cual se produce el cambio del alelo ACT que codifica para
el aminoacido treonina por el alelo ATT que corresponde al aminoacido isoleucina, lo que
provoca que se haga un producto de traduccién alterado. Este polimorfismo afecta a un
residuo de la caja A, la cual se encuentra en el dominio de unién a DNA y es importante
para la homodimerizacién y la unién de alta afinidad al DNA.

Debido a la presencia de la mutacion, el potencial de transactivacion del factor de
transcripcion HNF-4x disminuye en los hepatocitos; sin embargo, esto no se ha
observado en las células B. Por lo tanto, es necesario realizar mas estudios sobre la
actividad biolégica de la proteina alterada en el tejido pancreatico.

Aln no se conoce el mecanismo molecular mediante el cual se produce una baja
actividad de este factor de transcripcion en las células hepaticas ni su contribucién al
desarrollo de diabetes tipo 2. Una posible explicacién es que dichas células lleven a cabo
alguna modificaciéon post-traduccional o que posean proteinas que inhiban la unién de la
mutante T130I [10].

Los polimorfismos simples de nucleétidos dentro del gen HNF-4x estan relacionados

con diabetes tipo 2 en finlandeses, judios Ashkenazi, japoneses y daneses, entre otros.
En la poblacion japonesa y danesa, el polimorfismo T130l fue asociado de manera
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significativa con la diabetes mellitus tipo 2. Ademas, se encontré que los portadores de la
mutacién tuvieron niveles inferiores de colesterol en suero en comparacién con aquellos
que no presentaron la variante [10,11,53].

Asimismo, en un estudio realizado en México en 100 familias diabéticas, se detectd la
mutacién T130l en 16 individuos, uno de cada familia (frecuencia génica: 16 %). Esta es la
prevalencia mas alta detectada en el mundo y la primera asociacién con diabetes de inicio
temprano, por lo que se sugirié que la variante podria formar parte del fondo genético de
susceptibilidad a diabetes en la poblaciéon mexicana [12].

Las frecuencias de los alelos para algunas variantes en el gen HNF-4x son
consistentes entre grupos étnicos distintos, mientras que otras son diferentes. Por lo
tanto, es posible que el locus HNF-4x sea una determinante genética comun de diabetes
tipo 2 en multiples poblaciones, pero su contribuciéon relativa puede diferir entre ellas
[53,54].
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V. MATERIAL Y METODOS

En esta evaluacion participaron voluntariamente 100 estudiantes de 18 a 22 afios de
edad.

Los alumnos contestaron un cuestionario en el que se incluian preguntas sobre sus
datos generales, estilo de vida y antecedentes familiares de diabetes. Ademds, cada uno
de ellos firmo una carta de consentimiento para participar en este proyecto.

MEDICIONES ANTROPOMETRICAS

Se registraron los datos antropométricos (talla, peso, medidas de cintura y cadera), a
partir de los cuales se calcularon los siguientes parametros:

Indice de Masa Corporal (IMC):
_ Peso(Kg)

~ [Talla(m)?

Indice Cintura-Cadera (ICC):

ICC— Cintura(cm)

~ Cadera(cm)

Posteriormente, se tomaron muestras sanguineas (20 mL) para evaluar el perfil
bioquimico, hormonal y genético-molecular de cada estudiante.
PERFIL BIOQUIMICO
La evaluacion del perfil biogquimico de los alumnos consistié en la determinacién de las
concentraciones de glucosa, colesterol total y triglicéridos en suero mediante el uso de
métodos enzimaticos—colorimétricos.
Reacciones:

GLUCOSA (Kit: Stanbio Glucosa Liquicolor, Stanbio Laboratory)

La glucosa es oxidada en presencia de la enzima glucosa oxidasa (GOD) para formar acido
glucénico y peréxido de hidrégeno.
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Glucosa + O, + HO  _GOD ,  Acido Glucénico + H,0;

El peréxido de hidrégeno reacciona bajo la influencia de la peroxidasa (POD) con fenol y
4-aminoantipirina, dando lugar a la formacién de un complejo rojo-violeta de quinona.

H202 + 4-Aminoantipirina + Fenol _PQOD ,  Complejo quinona

La intensidad del color rojo-violeta es proporcional a la concentracion de glucosa.

Reactivos empleados:
B Glucosa Liquicolor ® (Fabricante: Stanbio Laboratory)
B Solucién estandar de glucosa (100 mg/dL)

COLESTEROL TOTAL (Kit: Colestat enzimatico AA, Wiener Laboratory)

La colesterol esterasa (CE) hidroliza los ésteres de colesterol, produciendo colesterol libre
y acidos grasos.

Esteres de colesterol CE Colesterol + Acidos Grasos
—

El colesterol libre se oxida en presencia de la colesterol oxidasa (COX) para formar
colesten-3-ona y perdéxido de hidrogeno.

Colesterol + O; COX Colesten-3-ona + H;0;
—

El peréxido de hidrégeno reacciona con 4-aminofenazona y fenol (contenido en el buffer),
en presencia de la peroxidasa (POD). Se produce una quinonimina de color rojo.

H20; + 4-aminofenazona + Fenol _POD, quinonimina

La intensidad del color rojo es proporcional a la concentracién total de colesterol.

Reactivos empleados:
B Reactivo de trabajo preparado a partir de la reconstitucién, con solucién
amortiguadora, de las enzimas liofilizadas.
B Solucién estandar de colesterol (200 mg/dL)
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TRIGLICERIDOS (Kit: Stanbio Triglicéridos Liquicolor GPO-PAP, Stanbio Lab.)

El glicerol y los acidos grasos se forman en una primera etapa por la accidon de la lipasa
sobre los triglicéridos.

El glicerol se fosforila por el adenosin-5’-trifosfato (ATP) para producir glicerol-3-fosfato
(G3P) y adenosin-5"-difosfato (ADP) en una reaccién catalizada por la glicerol cinasa (GK).

Glicerol + ATP _CK, G3P + ADP

El G3P es oxidado por la glicerolfosfato oxidasa (GPO), produciendo dihidroxiacetona
fosfato (DAP) y peréxido de hidrogeno.

G3P + Oz GPO, DAP + H20:

El peroxido reacciona con 4-aminoantipirina y 4-clorofenol bajo la influencia catalitica de
la peroxidasa (POD) para formar una quinoneimina de color rojo.

H,0; + 4-aminoantipirina —PQD,. quinoneimina + HCl + 4H,0;, + 4-clorofenol
La intensidad del color rojo es proporcional a la concentracién de triglicéridos.
Reactivos empleados:

B Reactivo enzimatico liquido para triglicéridos.
B Reactivo activador.
E Solucién estandar de triglicéridos (200 mg/dL)

Procedimiento:

Cada determinacién se hizo por separado, con los reactivos correspondientes y siguiendo
el procedimiento que se describe a continuacion:

1. Se colocaron en tubos de vidrio los volimenes de reactivo y/o muestras (sueros
de las muestras de los alumnos y sueros para control de calidad) que se indican a
continuacion:

Reactivo (blanco) Sol. estandar Muestra
Reactivo 1.0 mL 1.0 mL 1.0 mL
Estandar - 0.01 mL -
Muestra - - 0.01 mL
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2. Los tubos se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente (15-30°C).

3. Se leyeron las absorbencias (A) de la solucion estdndar y de cada muestra a A =
500 nm.

4. A partir de la A de la solucién estandar, se determind la concentracién de cada
metabolito.

Valores normales:

Concentracion en suero (mg/dL)

Glucosa 70-110
Colesterol total 140-200
Triglicéridos 30-150

PERFIL HORMONAL

La valoracién del perfil hormonal comprendié la determinacion cuantitativa de
insulina, péptido C y cortisol en suero. Para ello, se utilizd6 la técnica de
radioinmunoandlisis (RIA).

INSULINA (Kit: Insulina Coat-A-Count, Diagnostic Products Corporation)

Se realizé un radioinmunoensayo de fase sélida basado en la competencia de la
insulina marcada con 25 con la insulina de la muestra del sujeto por los sitios de unién al
anticuerpo especifico para insulina. Debido a que el anticuerpo esta inmovilizado en la
pared de un tubo de polipropileno, la decantacion de sobrenadante es suficiente para
terminar la competencia y aislar la fraccion de anticuerpo a la que se encuentra unida la
insulina marcada con el is6topo. La lectura del tubo en un contador gama proporciona una
medida de la insulina presente en la muestra del sujeto.

Reactivos:
B Insulina marcada con 125]
B Soluciones control de insulina
B Soluciones estandar de insulina utilizadas para realizar la curva de calibracion:

Solucién Estandar  Concentraciéon de insulina (uUl/mL)

15
50
100
200
350

O " moOONw >
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Procedimiento:

1. Se etiquetaron 2 tubos no recubiertos para cuentas totales y los tubos recubiertos con
anticuerpos anti-insulina necesarios para las soluciones empleadas en la curva de
calibracién (por duplicado), las soluciones control (por duplicado) y las muestras.

2. Se colocaron 200 pL de las soluciones estandar, soluciones control y de las muestras
problema en el fondo de los tubos correspondientes.

3. Se afadié 1.0 mL de 25l insulina a cada tubo.

Los tubos se agitaron suavemente con ayuda de un vortex y se incubaron a
temperatura ambiente durante 18-24 horas.

5. Posteriormente, se decantaron todos los tubos (excepto los de cuentas totales)
mediante inversidon simultanea con una gradilla de esponja sobre un dispositivo para
residuos radioactivos y se dejaron escurrir sobre papel absorbente durante 1-2
minutos.

6. Se secaron los bordes de cada tubo para eliminar las gotas restantes antes de volver a
colocarlos en posicion vertical.

7. Finalmente, se introdujo cada uno de los tubos en un contador gama durante un
minuto y se registraron las lecturas correspondientes a las cuentas totales y a la
concentracion de insulina de las soluciones estandar, las soluciones control y las
muestras.

Valores normales: 5-25 pUl/mL.

NOTA: 1 Unidad Internacional de insulina equivale a 43.3ug de insulina humana del
estandar de referencia de la Organizacién Mundial de la Salud Cédigo No. 60/304 que se
emplea en el kit Insulina Coat-A-Count de Diagnostic Products Corporation [55]

PEPTIDO C (Kit: Péptido C de la Insulina RIA, Diagnostic Systems Lab., Inc.)

El procedimiento realizado sigue el principio basico del radioinmunoensayo, que
consiste en la competencia entre un antigeno radioactivo y otro no radioactivo por una
cantidad fija de lugares de union a anticuerpos. La cantidad de péptido C marcado con 125
unida al anticuerpo es inversamente proporcional a la concentracién de péptido C sin
marcar presente. La separacion del antigeno libre y el unido a anticuerpos se lleva a cabo
mediante un sistema de dos anticuerpos.

Reactivos:

B Péptido C marcado con 125]
B Antisuero frente a Péptido C
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B Reactivo para la precipitacién
B Soluciones control de péptido C
B Soluciones estandar de péptido C para realizar la curva de calibracion:

Solucién Estandar  Concentracién de péptido C (ng/mL)

A 0
B 0.1
C 0.5
D 1.5
E 5.0
F 20.0

Procedimiento:

10.

Se etiquetaron los tubos para cuentas totales, soluciones estandar (por duplicado),
soluciones control (por duplicado) y muestras.

Se afadieron 50 uL de las soluciones estandar, soluciones control y de las muestras a
los tubos correspondientes.

Se agregaron 100 ulL de antisuero frente a péptido C a todos los tubos, excepto a los
tubos para cuentas totales.

Se anadieron 100 pL de de Péptido C marcado con '25] a cada uno de los tubos.

Todos los tubos se agitaron con ayuda de un vortex y se dejaron incubar durante 24
horas a una temperatura de 2-8°C.

Transcurrido este tiempo, se agregd 1.0 mL del reactivo de precipitacién a cada tubo,
excepto a los tubos para cuentas totales.

Se agitaron todos los tubos en el vortex y se incubaron a temperatura ambiente
durante 15-20 minutos. Posteriormente, se centrifugaron durante 20 minutos a 1500
X d.

Todos los tubos se decantaron (excepto los tubos de cuentas totales) mediante
inversién simultdnea con una gradilla de esponja sobre un dispositivo para residuos
radioactivos. Los tubos invertidos se dejaron escurrir sobre el papel absorbente
durante 15-30 segundos.

Se secaron los bordes de cada tubo para eliminar las gotas restantes antes de volver a
colocarlos en posicion vertical.

Se introdujo cada uno de los tubos en un contador gama durante un minuto y se
registraron las lecturas correspondientes a las cuentas totales y a la concentracion de
péptido C de las soluciones estandar, las soluciones control y las muestras.

Valores normales: 1.1-3.2 ng/mL
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CORTISOL (Kit: Coat-A-Count Cortisol, Diagnostic Products Corporation)

El procedimiento utilizado en la determinacion de esta hormona es un
radioinmunoanalisis en fase sdlida, en el cual el cortisol marcado con 25| compite, durante
un periodo de tiempo determinado, con el cortisol del individuo por los sitios de unién de
los anticuerpos. Debido a que el anticuerpo esta inmovilizado en la pared de un tubo de
polipropileno, la decantacion del sobrenadante es suficiente para terminar la competencia
y aislar la fraccién de anticuerpo a la que se encuentra unido el cortisol marcado. La
lectura del tubo en un contador proporciona una medida del cortisol presente en la
muestra del sujeto.

Reactivos.
B Cortisol marcado con 125]
B Soluciones control para cortisol
B Soluciones estandar de cortisol utilizadas para realizar la curva de calibracién:

Solucién Estandar  Concentracion de cortisol (ug/dL)

A 0
B 1
C 5
D 10
E 20
F 50

Procedimiento:

1. Se etiquetaron 2 tubos no recubiertos para cuentas totales y los tubos recubiertos
con anticuerpos anti-cortisol necesarios para las soluciones empleadas en la curva
de calibracién (por duplicado), las soluciones control (por duplicado) y las
muestras.

2. Se colocaron 25 plL de las soluciones estandar, soluciones control y de las
muestras problema en el fondo de los tubos correspondientes.

3. Se afadi6é 1.0 mL de 125] cortisol a cada tubo.

Los tubos se agitaron suavemente con ayuda de un vortex y se incubaron a
temperatura ambiente durante 45 minutos.

5. Posteriormente, se decantaron todos los tubos (excepto los de cuentas totales)
mediante inversion simultdnea con una gradilla de esponja sobre un dispositivo
para residuos radioactivos y se dejaron escurrir sobre papel absorbente durante 1-
2 minutos.
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6. Se secaron los bordes de cada tubo para eliminar las gotas restantes antes de
volver a colocarlos en posicién vertical.

7. Se introdujo cada uno de los tubos en un contador gama durante un minuto y se
registraron las lecturas correspondientes a las cuentas totales y a la concentracién
de cortisol de las soluciones estandar, las soluciones control y las muestras.

Valores normales: variacion del ritmo diurno a.m.: 5-25 ug/dL; p.m.: aproximadamente la
mitad de los valores para a.m.

Nota: Se consideré el intervalo para a.m. porque las muestras sanguineas fueron tomadas en la mafana.

EVALUACION GENETICO-MOLECULAR

En la presente evaluacién se realiz6 la extraccion de DNA de leucocitos de sangre
periférica y se llevaron a cabo las siguientes técnicas: reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), purificacion de los productos de PCR y el analisis del polimorfismo de la longitud de
los fragmentos de restriccién (RFLP).

EXTRACCION DE DNA

La técnica utilizada para extraer el DNA estd basada en la densidad y solubilidad de
esta molécula.

Inicialmente, se eliminan las células no nucleadas (eritrocitos) mediante el uso de una
solucion hipotonica que, por presion osmética, llena al eritrocito con agua proveniente de
la solucion debido a que ésta se desplaza del sitio en el que hay una menor concentracién
de solutos al lugar en el que su concentracién es mayor. La consecuencia de este
desplazamiento de agua provoca que el eritrocito se lise, ya que se sobrepasa la
flexibilidad de su membrana. A dicho proceso se le conoce como hemdlisis.

Posteriormente, se emplea una solucion isoténica de lavado que deja a los leucocitos
libres de residuos de eritrocitos. La membrana y nucleo de los leucocitos son lisadas por
desnaturalizacion de proteinas, procedimiento en el que se emplea la enzima proteinasa
K. El DNA queda en solucién.

Se adiciona entonces una solucién sobresaturada de NaCl que precipita los
polipéptidos y deja nuevamente al DNA en solucion. EIl DNA se deshidrata con etanol
absoluto, el cual precipita a la molécula de tal manera que es posible observar un
precipitado blanco suspendido en el disolvente.
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Procedimiento realizado para cada muestra:

11.

12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

21

La muestra sanguinea, contenida en un tubo Falcon de 50 mL, se descongel6.

El tubo se agité suavemente por inversidn y se colocé en hielo.

Se llevd a un volumen de 35 mL con solucién sacarosa-tritén 2X fria y se agregaron 15
mL de agua destilada estéril.

Se mezcld por inversion y se dejé incubar durante 10 minutos en hielo.

Se centrifugd a 805 x g durante 15 minutos a 4°C.

El sobrenadante se decantd en un recipiente con hipoclorito de sodio y se desecharon
los residuos.

El boton se lavo con 5 mL de solucidén sacarosa-triton 1X fria.

El tubo se centrifugd a 805 x g durante 15 minutos a 4°C.

Se decanté el sobrenadante y se conservé el botén.

.Se adicionaron 3 mL de solucién amortiguadora de lisis nuclear y se resuspendio el

botén con una pipeta Pasteur de punta sellada por calor.

Se agregaron 216 pL de dimetilsulfoxido de sodio (SDS) al 10 %y 100 uL de proteinasa
K (5mg/mL) y se mezcld la solucién.

El tubo fue incubado en bafio maria a 37°C (con agitacién suave) durante 18-24
horas.

Transcurrido el periodo de incubacion, se transfirié la mezcla a un tubo cénico estéril
de 15 mL.

Se agrego a la solucion 1 mL de NaCl saturado y el tubo fue agitado vigorosamente.

Se centrifugo a 805 x g durante 15 minutos a 4 °C.

El sobrenadante se transfirio cuidadosamente a otro tubo cénico de 15 mL.

Se agrego un volumen de etanol al 100 % (frio) 2 veces igual al volumen de la muestra.
El tubo se agité suavemente por inversidon hasta observar una hebra blanca (DNA).

Se retir6 el DNA precipitado con una pipeta Pasteur sellada de la punta y éste se lavé
con etanol al 70 %.

El DNA adherido a la pipeta Pasteur se dejo secar a temperatura ambiente y luego se
colocd en 150 pL de solucion amortiguadora TE contenidos en un tubo eppendorf
estéril. El tubo se incub6 a 37°C durante 20 minutos con la finalidad de incorporar la
mayor cantidad posible de DNA a la solucién amortiguadora.

. Finalmente, se cuantificé el DNA de la muestra, preparando una dilucién 1:200 (por

duplicado), cuya absorbencia (A) se leyé a dos longitudes de onda: 260 y 280 nm. Asi
mismo, se determind la pureza del DNA a través del calculo del promedio de las
lecturas de Aa A = 260 nm.

Nota: Los valores de pureza de las muestras de DNA se encuentran dentro del intervalo de 1.8-2.0.
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Esta técnica fue empleada para amplificar /n vitro el exén 4 del gen HNF-4a de cada
una de las muestras de DNA de los alumnos. En el proceso, las cadenas individuales de
DNA son flanqueadas por oligonucleétidos especificos y son duplicadas por una DNA
polimerasa en cada uno de los ciclos que integran la reaccion. Al final de cada ciclo, las
nuevas cadenas son duplicadas por la misma enzima, logrdndose una produccidn
exponencial de millones de copias del segmento de DNA.

Reactivos de la mezcla de reaccion de cada muestra.
B Taq Polimerasa (Promega Lab.)
E Solucién de desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs) 1 mM
E Solucion amortiguadora 10 x
E DNA gendémico humano
E Dimetilsulféxido (DMSO)
E Oligonucleétidos de sentido y antisentido (5’ y 3’)

Oligonucleétidos utilizados en la reaccidn

Gen Exon Secuencia de nucledtidos Sentido | Talla del Temperatura
exon de alineacion
HNF-4a 4 CCACCCCCTACTCCATCCCTGT 5'-3’ 271 pb 68°C
CCCTCCCGTCAGCTGCTCCA 3’-5’
Procedimiento.

La reaccion se realizé en un termociclador y el proceso consistié en una serie de 25 ciclos,
cada uno de los cuales constaba de tres pasos:

1) Desnaturalizacion del templado de DNA (95°C, 30 segundos), procedimiento en
el que las hebras de la doble hélice del DNA se separan.

2) Alineamiento, en el cual los oligonucleétidos se hibridan especificamente con el
templado de DNA (68° C, 30 segundos)

3) Polimerizacion, en la que los oligonucledtidos son extendidos por la DNA
polimerasa (72° C, 30 segundos).

Al término del proceso, se realizé un corrimiento electroforético (80 Voltios, 1 hora) de las
muestras en gel de agarosa al 1 % (solucién amortiguadora TBE 1 x) tefiido con bromuro
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de etidio, para verificar la amplificacién y talla del exdén. Las bandas resultantes fueron
observadas en un transiluminador UV.

Nota. Se incluyd un control positivo (muestra de DNA que tiene la mutacidn) y un control negativo (H20).

PURIFICACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR (Kit Purificacién de DNA, Roche Lab.)

Se llevé a cabo esta técnica con la finalidad de retirar los componentes residuales de la

reaccion que se encontraban en la mezcla y conservar en la soluciéon Unicamente los
segmentos amplificados del exén 4 del gen HNF-4a. Para ello, cada muestra fue
procesada de la siguiente manera:

© e NV kW

12

13.
14.
15.

16.

El tubo de PCR (componentes de la reaccion + producto DNA) se ajusté a un volumen
total de 100 pL con H,O destilada estéril.

Se agregaron 500 pL de solucién amortiguadora de unioén.

Se mezcld la muestra (solucion amortiguadora de union + solucion PCR)

Por otra parte, se colocé el tubo de filtrado dentro de un tubo colector.

Se transfirié la muestra (600 plL) al tubo de filtrado.

Se centrifugd durante 60 segundos a 12552 x g en una microcentrifuga a 15-25°C.

Se retiré el tubo de filtrado y se deseché la solucion filtrada.

El tubo de filtrado se colocd nuevamente dentro del tubo colector.

Se adicionaron 500 pL de la soluciéon amortiguadora de lavado en la parte superior del
tubo de filtrado.

. Se centrifugé durante 1 minuto a 12552 x g y se desechd la solucién filtrada.
11.

Nuevamente se coloco el tubo de filtrado en el tubo colector.

.Se agregaron 200 pL de la solucién amortiguadora de lavado y el tubo se centrifugd

durante 1 minuto a 12552 x g.

Se deseché la solucién filtrada y el tubo colector.

El tubo de filtrado se colocé en un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL

Se agregaron 60 pL de la solucién amortiguadora de elucién en el filtro del tubo y se
centrifugd durante 90 segundos a 12938 x g para obtener el DNA puro en la solucién
filtrada.

Finalmente, se llevé a cabo un corrimiento electroforético (80 Voltios, 1 hora) de las
muestras en gel de agarosa al 1 % (solucién amortiguadora TBE 1 x) tefiido con
bromuro de etidio, para corroborar la presencia del producto amplificado mediante la
observacion, en un transiluminador UV, de las bandas correspondientes a la talla del
exon.
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ANALISIS DEL POLIMORFISMO DE LA LONGITUD DE LOS FRAGMENTOS DE
RESTRICCION (RFLP)

Este método fue empleado para identificar la presencia de la mutacién T130I del gen
HNF-40 en la poblacién estudiada. La mutacion genera un sitio de restriccion que puede
ser detectado mediante el uso de la enzima de restricciéon Sfu 1 (Figura 3), la cual produce
el corte del alelo que contiene la variante ATT, generando dos fragmentos de 81 y 190 pb.
Por lo tanto, es posible distinguir las secuencias ATT (Isoleucina: 81 + 190 pb) y ACT
(Treonina: 271 pb).

GCC GTC CAG AAT GAG CGG GAC-GG& | ATV ca
|ATC AGC [ACTIEGA_AGG TCA AGC TAT
~ aace PrT

|GAG GAC AGC AGC CTG CCCFeC_ATC |

Tm——

Secuencia del exdn 4 de HNF 4 Sitio de reconocimiento
de la enzima Sfu |

Figura 3. Sitio de reconocimiento de la enzima Sfu |

Componentes de la reaccion:
B Enzima Sfu | (Roche Diagnostics GmbH, Germany; No. catdlogo: 11 243 497 001)
B Solucién amortiguadora H
B Producto de PCR
B  H,0 destilada estéril

Procedimiento:

1. En tubos eppendorf estériles se colocaron 3.8 uL del producto de PCR de cada
muestra, 1.0 uL de solucién amortiguadora H, 5.9 uL de H,O destilada estéril y
0.62 uL de la enzima Sfu 1.

Los tubos se incubaron a 37°C durante 24 horas.

3. Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizé el corrimiento electroforético (80
Voltios, 1 hora) de las muestras en un gel de agarosa al 3 % (solucion
amortiguadora TBE 1 x) tefiido con bromuro de etidio.

4. Se colocé el gel en un transiluminador UV y se observaron las distintas bandas de
las muestras, identificando a aquellas en las que ocurrié el corte (3 bandas).

SECUENCIACION
Se llevé a cabo la secuenciacién automatica de las muestras de DNA en las que se

encontré la mutacién T130Il. Para ello, se empled el secuenciador ABI PRISM 3100 de
Applied Biosystems.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron pruebas de t de Student y analisis de varianza de una via, considerando
un intervalo de confianza del 95%, de los datos obtenidos en las mediciones
antropométricas y de los perfiles bioquimico y hormonal con respecto a la edad, género y
genotipo de la poblacion estudiada mediante el uso de los programas estadisticos
siguientes:

B SPSS 10.0 for Windows, standard version. Copyright© SPSS Inc., 1989-1999.
E  GraphPad Prism Version 2.01. Copyright© GraphPad Software Incorporated, 1994-
1996.
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VI. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en las evaluaciones del perfil bioquimico, hormonal y las
mediciones antropométricas de los 100 estudiantes de la Facultad de Quimica se
muestran en la tabla 2. En el proyecto participaron 23 hombres y 77 mujeres.

Tabla 2. Datos antropométricos, perfil bioquimico y hormonal de la poblacién evaluada.

Parametro Valor promedio + error estandar Valores de referencia
(n =100)

IMC (Kg/m2) 23.01+0.34 <25

ICC 0.82 +0.007 Hombres: <1.0
Mujeres: <0.85

[Glucosa] (mg/dL) 75.77+0.68 70-110

[Colesterol total] (mg/dL) 173.05+3.61 140-200

[Triglicéridos] (mg/dL) 80.96+4.53 30-150

[Insulina] (uUI/mL)* 6.77+0.47 5-25

[Péptido C] (ng/mL) 1.57+0.11 1.1-3.2

[Cortisol] (ug/dL) 13.13+0.50 5-25

* 1 Unidad Internacional de insulina = 43.3ug de insulina humana del estandar de referencia de la Organizacién
Mundial de la Salud Cddigo No. 60/304 que se emplea en el kit Insulina Coat-A-Count de Diagnostic Products

Corporation [55]

En la tabla 3 se encuentran los datos proporcionados por los estudiantes acerca de sus
costumbres y antecedentes familiares de diabetes mellitus.

Tabla 3. Costumbres y antecedentes familiares de diabetes mellitus de la poblacion evaluada.

Consumo de refresco

Consumo Consumo Realizacién de Antecedentes
de alcohol  Coca-cola Otros de cigarro alguna familiares de
sabores actividad fisica diabetes mellitus
Frecuencia (%) 41 44 34 26 58 67

n=100

A continuacién se presenta el andlisis estadistico de los datos de las mediciones
antropométricas y los valores de los parametros determinados en las evaluaciones del
perfil bioquimico y hormonal con respecto a la edad y género de la poblacién.
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MEDICIONES ANTROPOMETRICAS

A partir de los valores de indice de masa corporal (IMC) calculados, se utilizaron los
siguientes criterios [56] para establecer el peso normal, sobrepeso u obesidad de los

individuos evaluados:

IMC (Kg/m?)
Delgadez <18.5
Peso normal 18.6 -24.9
Sobrepeso  25.0 - 29.9
Obesidad >30.0

El porcentaje de sujetos con peso normal fue del 75 %, mientras que el 21 % tuvo
sobrepeso y el 4 %, obesidad.

La presencia de obesidad intra-abdominal fue determinada en los hombres cuyo valor
de indice cintura-cadera (ICC) era mayor a 1.0 y en las mujeres con un ICC superior a
0.85, de acuerdo a lo que sefiala la Organizaciéon Mundial de la Salud [57].

De las 77 mujeres evaluadas, 19 tuvieron obesidad intra-abdominal (24.7%). En
cambio, en ninguno de los 23 hombres se observd esta caracteristica.

En relacién al andlisis estadistico que se llevd a cabo para evaluar el IMC de los
alumnos de acuerdo a su edad, no se obtuvo una diferencia significativa. Sin embargo, se
observé que este pardmetro aumentd con respecto al incremento en la edad en los grupos
de 18 a 21 afios (Figura 4), aunque hubo una disminucién en el valor promedio del IMC
correspondiente al grupo de alumnos de 22 anos.

27

26+
N 254 T Figura 4. indice de masa corporal (IMC) vs.
% Edad. Los datos estan representados como el
4 24 promedio = error estandar. Se realizd un
O 234 analisis de varianza de una via, en el cual un
E valor de P<0.05 se consider6 como

22+ significativo.

214

18 19 20 21 22
Edad (afios)
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En lo que respecta a la comparacién del indice de masa corporal entre géneros, el
promedio del IMC del género femenino tuvo un valor mayor al del masculino, alin cuando
la diferencia entre ambos no fue significativa (Figura 5).

26
25+
Figura 5. indice de masa corporal (IMC) vs. K
Género. Los datos estan representados como § 24+
el promedio + error estandar. Se realiz6 una g’
< 234
prueba t de Student, en la cual un valor de O
P<0.05 se considerd como significativo. s 29
21+
Masculino Femenino
Género

Debido a que los valores de referencia del indice cintura-cadera son distintos para el
género masculino y el femenino, el andlisis estadistico de este parametro en relacién a la
edad se hizo por separado.

En la figura 6 se muestra el indice cintura-cadera del género masculino segun la edad
de los alumnos. Se observd un incremento en los valores de este pardmetro en relacion a
aumento de la edad, aunque, en el grupo de individuos de 22 afios, el valor fue menor en
comparacion con el del grupo de 21 afios. La diferencia entre los grupos no fue

significativa.

1.05

1.00

0.954 ] . )

Figura 6. Indice cintura-cadera (ICC) del

0.904 ) ) .
1) género masculino vs. Edad. Los datos estan
O 0.85 representados como el promedio =+ error

0.80+ estandar. Se realizé un andlisis de varianza de

0.75+ una via, en el cual un valor de P<0.05 se

0.704 consideré como significativo.

0.654

18 19 20 21 22

Edad (afios)
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El valor promedio del indice cintura-cadera del género femenino que se determind en

cada edad evaluada mostro variaciones
no fue significativa (Figura 7).

Figura 7. indice cintura-cadera (ICC) del
género femenino vs. Edad. Los datos estdn
representados como el promedio + error
estandar. Se realizé un andlisis de varianza de

una via, en el cual un valor de P<0.05 se
consideré como significativo.

PERFIL BIOQUIMICO

Los resultados de la determinacién de
triglicéridos se muestran en la tabla 4.

que no tuvieron tendencia alguna y cuya diferencia

0.95

0.90+

0.85

0.80+

ICC

0.75+

0.704

18 19 20 21 22
Edad (afios)

las concentraciones de glucosa, colesterol total y

Tabla 4. Perfil bioquimico de la poblaciéon de alumnos de la Facultad de Quimica.

Género  [Glucosa] (mg/dL)

[Colesterol] (mg/dL) [Triglicéridos] (mg/dL)

Masculino 76.11+1.45
Femenino 73.65+0.78

162.0+4.8 73.29+10.6
161.6+2.5 80.29+4.7

Los datos estan representados como el promedio + error estandar.

Todos los valores de concentracié
intervalo normal (70-110 mg/dL). El
colesterol superiores a 200 mg/dL.
triglicéridos (> 150 mg/dL).

En la comparacién realizada entre
glucosa correspondientes a cada edad,
0.042), lo cual indicé la existencia de u

n de glucosa determinados estuvieron dentro del
16% de los alumnos tuvieron concentraciones de
Por otra parte, el 9 % presentdé niveles altos de

los valores promedio de las concentraciones de
se obtuvo una diferencia significativa (ANOVA: P =
na relacion directamente proporcional entre ambos

pardmetros, con excepcién del valor que se determiné en la edad de 22 afios (Figura 8). El

incremento en las concentraciones promedio de glucosa del grupo de individuos de 18

anos con respecto al de 21 afios fue de

6.2 unidades.
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Figura 8. Concentracion de glucosa vs. Edad.
Los datos estan representados como el
promedio + error estandar. Se realiz6 un
andlisis de varianza de una via, en el cual un
P<0.05 se considerd

valor de como

significativo.

También se realizd un andlisis de la concentracién de glucosa considerando tanto el
género como la edad de los alumnos. Sin embargo, en ninguno de los casos se obtuvo una

diferencia significativa.

Por otra parte, hubo un aumento en la concentracion de colesterol total con respecto a
la edad. Sin embargo, el valor de P que se obtuvo en el andlisis estadistico no revel6 un
significado estadistico para las diferencias (Figura 9).

Figura 9. Concentracion de colesterol total
vs. Edad. Los datos estan representados
como el promedio + error estandar. Se
realizé un analisis de varianza de una via,

en el cual un valor de P<0.05 se considerd
como significativo.

Al evaluar

[Colesterol] (mg/dL)

180

170+

160+

150+

18 19 20 21 22
Edad (afos)

los valores promedio de las concentraciones de triglicéridos que se

determinaron para cada edad, no se observd alguna tendencia y la diferencia entre los
grupos no fue significativa (Figura 10).
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En la evaluacién que se efectué para comparar las concentraciones de glucosa,
colesterol total y triglicéridos entre el género masculino y femenino, los valores promedio
de ambos grupos fueron semejantes y no se obtuvieron diferencias significativas.

PERFIL HORMONAL

En la tabla 5 se presentan los resultados de las concentraciones de insulina, péptido C y
cortisol de los estudiantes.

Tabla 5. Perfil hormonal de la poblacién evaluada de alumnos de la Facultad de Quimica.

Género [Insulina] (MU/mL) | [Péptido C] (hg/mL) | [Cortisol] (ug/dL)
Masculino 5.75+0.52 1.17+0.09 13.81+0.93
Femenino 6.70+0.45 1.34+0.08 12.48+0.51

Los datos estan representados como el promedio + error estandar.

Sélo se encontrd un individuo cuya concentracién de insulina fue mayor a 25 uUl/mL;
en cambio, el 35% de los estudiantes presentaron niveles inferiores a 5 uUl/mL.

Con respecto a las concentraciones de péptido C que se determinaron, el 9% de la
poblacion tuvo valores mayores al limite superior normal (3.2 ng/mL). Por el contrario, se
obtuvieron valores inferiores a 1.1 ng/mL en el 33 % de los sujetos.

En general, las concentraciones de cortisol estuvieron dentro del intervalo normal de
variacion del ritmo diurno a.m.: 5-25 pg/dL. S6lo 3 personas tuvieron niveles bajos de
cortisol y 2 presentaron concentraciones mayores a la del limite superior.

En relacion a la concentraciéon de insulina, se observd una relacién inversamente

proporcional entre la edad y los niveles de esta hormona (Figura 11); la diferencia entre
los grupos fue significativa (ANOVA: P = 0.015).
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Se observé una disminucion de los niveles de péptido C conforme aumentaba la edad
(Figura 12), aunque en el andlisis de varianza no se encontré una diferencia significativa.

2.5
=

. L . £ 2.0
Figura 12. Concentracién de péptido C vs. >
Edad. Los datos estan representados como S

el promedio + error estandar. Se realizd un O 1.5
analisis de varianza de una via, en el cual un _8

valor de P<0.05 se consider6 como b= 104

significativo. Nl
9 o
T T T T T

18 19 20 21 22
Edad (afios)

De acuerdo a lo que se muestra en la figura 13, se noté una disminucién de los valores
promedio de las concentraciones de cortisol con respecto al aumento de la edad, pese a
que la diferencia no fue significativa.

18

— 16 1

KS) Figura 13. Concentraciéon de cortisol vs.
? 14 | Edad. Los datos estdn representados como
; el promedio + error estandar. Se realizé un
.8 12 | andlisis de varianza de una via, en el cual un
g valor de P<0.05 se consider6 como
O, 10 | significativo.

18 19 20 21 22
Edad (afios)
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Adicionalmente, se realizaron comparaciones de los valores promedio de las
concentraciones de insulina, péptido C y cortisol entre los géneros masculino y femenino,
en las cuales no se obtuvieron diferencias significativas.

EVALUACION GENETICO-MOLECULAR

Los geles de agarosa que se prepararon al realizar las técnicas de amplificacién por
PCR del exén 4 del gen HNF-4«x, purificacion de los productos de PCR y RFLP fueron
observados en un transiluminador UV y fotografiados con una camara instantdnea Polaroid
para geles. A continuacion se presentan las fotografias correspondientes a cada una de las
técnicas mencionadas.

Con la finalidad de verificar la amplificacién y talla del exén (271 pb), se realizd una
electroforesis en la cual se observd el corrimiento de las bandas correspondientes a los
productos de PCR de las muestras de DNA. Algunas de éstas se presentan en la figura 14.

M100pb FQ 71 FQ72 FQ73 FQ74 FQ75 CN

271 pb

Figura 14. Fotografia de uno de los geles preparados en la técnica de PCR. Gel de agarosa al 1% en TBE 1x,
tefiido con bromuro de etidio. Voltaje = 80 V. Tiempo de corrimiento = 1 h. M 100 pb = marcador de 100 pares
de bases; CN = control negativo; CP = control positivo.

Posteriormente, se llevé a cabo la técnica de purificacidon de los productos de PCR en la
cual se eliminaron los componentes residuales de la reaccion para obtener en solucién
Unicamente al DNA vy se realizé un corrimiento electroforético de las muestras purificadas
con el objetivo de verificar la presencia del producto amplificado. Las bandas que se
observan en la figura 15 corresponden al DNA puro que se obtuvo al finalizar la técnica.
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M100pb FQ 92 FQ93 FQ94 FQ95 FQ9 FQ97 FQ98

271 pb

Figura 15. Fotografia de uno de los geles preparados en la técnica de purificacion de los productos de PCR. Gel
de agarosa al 1% en TBE 1x, tefiido con bromuro de etidio. Voltaje = 80 V. Tiempo de corrimiento = 1 h. M 100
pb = marcador de 100 pares de bases.

Finalmente, se detecté la presencia de la mutaciéon T130l a través del andlisis del
polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP). En las muestras que
presentaron el polimorfismo se observaron 3 bandas de 271, 190 y 81 pares de bases,
generadas a partir del corte enzimatico (Enzima Sfu 1) del alelo ATT (Figura 16), lo cual
indicé que los portadores de la variante T130I fueron heterocigotos para el locus.

$x174 FQ40 FQ41 FQ42 FQ43 FQ44 FQ45 FQA47 CN.- CP

271 pb

190 pb

81 pb

Figura 16. Fotografia de uno de los geles preparados en la técnica de RFLP. Gel de agarosa al 3% en TBE 1x,
tefiido con bromuro de etidio. Voltaje = 80 V. Tiempo de corrimiento = 1 h. Marcador: $x174. CN = control
negativo; CP = control positivo.

Se confirmo6 que los portadores de la mutacidon T130I fueron heterocigotos mediante
la técnica de secuenciacidon automatica. En la figura 17 se sefialan, con una flecha roja, los
dos picos correspondientes a las bases citosina (alelo silvestre: ACT) y timina (alelo
mutado: ATT).
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Figura 17. Secuenciacién automatica de la muestra de DNA de uno de los alumnos que presento el
polimorfismo T130I del gen HNF-4o.

La variante T130I fue identificada en el 5% de la poblacion. Todos los portadores de la
mutacién T130l fueron heterocigotos. En la tabla 6 se muestran las caracteristicas
fenotipicas de estas 5 personas.

Tabla 6. Datos antropométricos, perfil bioquimico y hormonal de los alumnos que tuvieron el polimorfismo
T130I del gen HNF-4«.

No. Edad Género IMC ICC [Glucosa] [Colesterol] [Triglicéridos] [Insulina] [Péptido [Cortisol]

(afios) (Kg/m2) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (Ul/mL) ql (ug/dL)
(ng/mL)

1 22 F 21.4 0.732 75.8 179.8 107.6 6.4 1.82 8.8

2 19 F 23.3 0.787 71.9 200.8 188.5 4.0 3.44 15.4

3 19 F 19.8 0.882 70.8 169.5 60.5 8.5 1.26 12.2

4 22 M 21.3 0.968 67.0 193.7 50.3 4.0 0.55 8.5

5 19 F 22.3 0.719 67.5 164.1 63.4 10.7 2.04 9.4

F = femenino, M = masculino.

Valores normales. IMC = 18.5-24.9; ICC = Hombres < 1.0, Mujeres < 0.85; [Glucosa] = 70-110 mg/dL;
[Colesterol] = 140-200 mg/dL ; [Triglicéridos] = 30-150 mg/dL ; [Insulina] = 5-25 uUl/mL ; [Péptido C] = 1.1-
3.2 ng/mL ; [Cortisol] a.m. = 5-25 ug/dL.
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En lo que se refiere a los datos antropométricos, ninguno de los portadores del
polimorfismo T130l tuvo sobrepeso u obesidad y sélo una mujer (No. 3) presentd
obesidad intra-abdominal.

Tres de las concentraciones de glucosa estuvieron dentro del intervalo normal y dos de
ellas se encontraron por debajo del limite inferior. Unicamente una persona (No. 2) tuvo
concentraciones de colesterol total y triglicéridos mayores a la de los limites superiores
normales correspondientes.

Dos sujetos presentaron bajas concentraciones de insulina (<5.0 uUl/mL). Sélo un
individuo tuvo niveles bajos de péptido C, mientras que a la persona No. 2 se le determind
una concentracién mayor a la del limite superior (3.2 ng/mL). Todos los valores de las
concentraciones de cortisol se encontraron dentro del intervalo de referencia.

Se llevé a cabo un andlisis estadistico para comparar los datos de las mediciones
antropométricas, del perfil bioquimico y del hormonal de las personas que presentaron el
polimorfismo T130l del gen HNF-4x con respecto a los valores de aquellas personas que
no tuvieron esta variante.

¥ Medidas antropométricas

Se observo que la diferencia entre el valor promedio del IMC de los alumnos que no
presentaron el polimorfismo T130l y el de aquellos que si lo tuvieron no fue significativa;
sin embargo, se obtuvo un valor superior en aquellos individuos sin la variante (Figura
18).

244 Figura 18. indice de masa corporal (IMC) vs.
NE Genotipo. Los datos estan representados
5723‘ como el promedio + error estandar. Se
Z)’ realizé una prueba t de Student, en la cual
S 227 un valor de P<0.05 se consider6 como
- significativo.

214

T130T T1301
Genotipo

De acuerdo a lo que se determind en la comparacion entre el valor promedio del ICC
del género masculino, el ICC del sujeto que presentd la variante T130l fue mayor con
respecto al de aquellos que no presentaron el polimorfismo, aunque la diferencia entre
ambos grupos no fue significativa. (Figura 19). En lo relacionado al ICC del género
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femenino, se obtuvo un valor promedio de ICC mayor en el grupo que no tuvo el
polimorfismo en comparaciéon con el que si presentd la variante. Sin embargo, no hubo
diferencia significativa entre ellos (Figura 20).

1.05
1.00
0.95+
0.90
0.85+
0.80-
0.75+
0.70
0.65

T130T T130I
Genotipo

Figura 19. indice cintura-cadera (ICC) del
género masculino vs. Genotipo. Los datos
estan representados como el promedio =+
error estandar. Se realizé una prueba t de

Student, en la cual un valor de P<0.05 se
consideré como significativo.
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T130T T130I
Genotipo

Figura 20. indice cintura-cadera (ICC) del
género femenino vs. Genotipo. Los datos
estan representados como el promedio =+
error estandar. Se realizé una prueba t de

Student, en la cual un valor de P<0.05 se
consideré como significativo.

¥ Perfil bioquimico

Al efectuar la comparacién entre los valores promedio de las concentraciones de
glucosa se notd que el valor correspondiente al grupo que presentd la variante T130I fue
menor en relacién al del grupo sin el polimorfismo. Pese a ello, no se obtuvo una
diferencia significativa (Figura 21).

90
~—
_
. .z S 80
Figura 21. Concentracién de glucosa vs. o
Genotipo. Los datos estan representados \E,
como el promedio + error estidndar. Se © 704
. 7 U)
realizé una prueba t de Student, en la cual 8
un valor de P<0.05 se consider6 como =
significativo. O, 60+

T130T T130l
Genotipo

En lo que respecta a las concentraciones de colesterol total, los valores promedio del
grupo de individuos con el polimorfismo evaluado y del grupo que no lo presenté fueron
semejantes; no se obtuvo una diferencia significativa al realizar la comparacién de ambos
(Figura 22).
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[Colesterol] (mg/dL)

200
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1304

T130T

T130l
Genotipo

Figura 22. Concentracion de colesterol total
vs. Genotipo. Los datos estan representados
como el promedio + error estandar. Se
realizé una prueba t de Student, en la cual

un valor de P<0.05 se consider6 como
significativo.

El promedio de los niveles de triglicéridos en las personas cuyo genotipo fue
determinado como T130T (sin la variante) fue mayor en comparacién con el de los

individuos que presentaron el polimorfismo T130l,

diferencia significativa (Figura 23).

Figura 23. Concentracién de triglicéridos vs.
Genotipo. Los datos estan representados
como el promedio =+ error estandar. Se
realizé una prueba t de Student, en la cual

un valor de P<0.05 se consider6 como
significativo.

Perfil Hormonal
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T130I

Los promedios de las concentraciones de insulina del grupo que presentd la variante

T130l1 y del grupo sin el polimorfismo, tuvieron valores semejantes y su diferencia no fue
significativa (Figura 24).

[Insulina] (nU/mL)

10.0

7.54

5.0

2.54

T130T
Genotipo

T130I

Figura 24. Concentracién de insulina vs.
Genotipo. Los datos estan representados
como el promedio * error estandar. Se
realizé una prueba t de Student, en la cual

un valor de P<0.05 se consider6 como
significativo.
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El analisis estadistico indicd que no hubo diferencia significativa entre los valores
promedio de las concentraciones de péptido C de los genotipos evaluados aunque se
observé que el valor de la poblacién que tuvo la variante T130I fue mayor (Figura 25).

[Cortisol] (ng/dL)

Figura 25. Concentracién de péptido C vs.
Genotipo. Los datos estan representados
como el promedio = error estandar. Se
realizé una prueba t de Student, en la cual

un valor de P<0.05 se consider6 como
significativo.

2.5

2.0

1.5+

1.0+

0.54

[Péptido C] (ng/mL)

T130T T130!
Genotipo

El promedio de las concentraciones de cortisol de los sujetos que presentaron el
polimorfismo T130Il tuvo un valor mayor al de aquellos sin la variante. Sin embargo, la
diferencia no fue significativa (Figura 26).

20

154

104

T130T T130I

Genotipo

Figura 26. Concentracion de cortisol vs.
Genotipo. Los datos estan representados
como el promedio + error estandar. Se
realizé una prueba t de Student, en la cual

un valor de P<0.05 se consider6 como
significativo.

Finalmente, en la figura 27 se representan las frecuencias génicas del polimorfismo
T130l de las poblaciones japonesa, danesa y mexicana. En esta udltima se encuentra la
frecuencia obtenida en la evaluacién de los alumnos de la Facultad de Quimica, cuyo valor
es semejante al determinado en sujetos control mexicanos.

20

Frecuencia (%)
o tn
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Figura 26. Frecuencias génicas (%) del polimorfismo T130I en las poblaciones japonesa, danesa y mexicana.
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

La asociacion del polimorfismo T130I del gen HNF-4x con la diabetes mellitus tipo 2
en varias poblaciones y la alta prevalencia en pacientes diabéticos mexicanos sugieren que
su presencia incrementa el riesgo de padecer esta forma de diabetes. En este estudio se
determind la frecuencia de dicha variante en una poblacién de 100 estudiantes de la
Facultad de Quimica.

La importancia de evaluar la presencia de la variante T130l como factor de riesgo de
diabetes mellitus tipo 2 en la juventud radica en el reciente incremento en la incidencia de
esta enfermedad en dicha poblacion. Se ha reportado que alrededor del 30% de los casos
de diabetes se presentan en la segunda década de la vida y en México, aproximadamente
el 15% de los pacientes diabéticos tipo 2 son diagnosticados entre los 20 y los 40 afios de
edad [4-6]. Ademas, de acuerdo al Instituto Nacional de Geografia, el 40% de la poblacidon
mexicana esta constituida por nifnos y en los préoximos 10 anos, 50 millones de mexicanos
serdn jovenes, por lo que este tipo de estudios permite conocer parte del fondo
diabetogénico y de los factores de riesgo ambientales que contribuyen al desarrollo de
diabetes mellitus en la poblacion juvenil de nuestro pais.

Para obtener una muestra representativa de la comunidad de la Facultad de Quimica,
se reclutaron 100 alumnos de manera aleatoria. El Unico requisito que se les solicité fue
gue contaran con una edad entre los 18 y 22 afios debido a que éste es el periodo regular
en el cual se lleva a cabo el estudio de las distintas carreras que se imparten en la
Facultad.

Con la finalidad de realizar un andlisis integral de la susceptibilidad genética y
ambiental de desarrollar diabetes mellitus tipo 2, las caracteristicas fenotipicas que fueron
evaluadas en la poblacién, incluyeron algunas de las condiciones y factores involucrados
en esta enfermedad.

El aumento en la obesidad puede ser una razon importante para el incremento de
diabetes tipo 2 en la juventud [5]. La obesidad se establecié en base a la medida mas
comin que se emplea: el indice de masa corporal (IMC). La prevalencia de sobrepeso y
obesidad de los 100 estudiantes fue baja en comparaciéon con lo reportado en la ENSA
2000, en la cual se especifica que el 33.3% de los jovenes mexicanos menores de 29 afios
tienen sobrepeso y el 14.4% tiene obesidad [2]. Sin embargo, se notdé un incremento del
IMC con respecto a la edad en el intervalo de 18 a 21 afos, lo cual es relevante ya que en
el periodo en el cual se cursa la carrera, el IMC aumenta 2.4 unidades, ubicando a los
alumnos de los ultimos semestres en el limite entre el peso normal y el sobrepeso.
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Generalmente las mujeres tienen un mayor porcentaje de grasa corporal en relacién al
de los hombres [2,58], lo cual se reflejé en la comparacion del IMC realizada entre los dos
géneros. La obesidad representa un factor de riesgo para las mujeres puesto que las
predispone para el desarrollo de diabetes mellitus gestacional.

La obesidad intra-abdominal, determinada por el indice cintura-cadera (ICC), esta
asociada con el incremento en la susceptibilidad de desarrollar diabetes [21]. Se observd
un mayor indice cintura-cadera con respecto a la edad en el género masculino al
compararlo con el ICC del género femenino. Esta diferencia se debe a que las mujeres
acumulan mayor grasa en la regiéon gluteo-femoral, mientras que los hombres la
acumulan en el la regiéon abdominal [58].

Por otra parte, el perfil bioquimico de la poblacién mostré que ninguno de los alumnos
tuvo concentraciones de glucosa superiores a 110 mg/dL. Sin embargo, la asociacion
significativa (ANOVA: P = 0.042) de la variaciéon en los niveles de glucosa a lo largo del
tiempo en el que se cursa la carrera en la Facultad de Quimica indicé que, ain cuando no
se detectd diabetes en ninguno de ellos, los estudiantes empiezan a tener alteraciones en
el metabolismo de carbohidratos a una edad temprana. Este hecho constituye un factor de
riesgo para el desarrollo de diabetes mellitus y es importante dado que las personas
jovenes que presentan dicha enfermedad se exponen por mayor tiempo a los efectos
adversos de la hiperglucemia y tienen mas probabilidades de padecer las complicaciones
cronicas [2].

Al igual que lo observado en las mediciones antropométricas IMC e ICC, el valor
promedio de las concentraciones de glucosa de los individuos de 22 afnos fue menor en
comparacion con el del grupo de 21 anos. Una posible justificacion de este hecho es que
en esta etapa los alumnos estan finalizando la carrera y tienen mayor tiempo disponible
para realizar otras actividades que no estén involucradas con sus estudios, por ejemplo, el
ejercicio. El 70% de los sujetos de 22 afios lleva a cabo actividades deportivas, en
contraste con el grupo de 21 afios, en el cual sélo el 40% de ellos practica algin deporte.
Ademas, a la edad de 22 anos, la mayoria de los alumnos sélo cursan un semestre en la
Facultad, por lo cual no se estd evaluando el afio completo.

En varios estudios realizados en adultos, se ha demostrado que algunos de los
beneficios potenciales que se pueden obtener mediante el ejercicio incluyen la
disminucion en la grasa intra-abdominal, glucosa rdpida y acidos grasos libres, asi como
el incremento en la sensibilidad a la insulina y la tolerancia a la glucosa. En jovenes, por lo
menos en dos estudios se ha demostrado un efecto positivo del ejercicio en la
disminucion de la concentracién de insulina rapida y la estabilizacion de la acumulacién
de grasa visceral [5].

La poblacién evaluada tuvo una alta prevalencia de hipercolesterolemia (16%),
porcentaje semejante al reportado por Aguilar-Salinas y colaboradores [59], cuyo trabajo
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indica que el 13.9% de la poblacion mexicana adulta de 20 a 29 afios tiene niveles altos de
colesterol. Ademas, se observo un incremento de las concentraciones de colesterol en
relacién a la edad de los estudiantes, aunque no se determind una diferencia significativa.
Por otra parte, el 9% de los alumnos de la Facultad de Quimica tuvo hipertrigliceridemia.
Dicho porcentaje es menor al que obtuvieron Aguilar-Salinas y colaboradores (26.8% de la
poblacion mexicana adulta de 20 a 29 afios). En este caso, las concentraciones de
triglicéridos con respecto a la edad tampoco tuvieron diferencias significativas.

Las alteraciones en el perfil lipidico son consecuencia, en parte, del aporte energético
excesivo a través de la dieta [23]. Esto indica que los individuos que tuvieron
hiperlipidemia tienen la costumbre de consumir alimentos que poseen altas cantidades de
carbohidratos. En este sentido, el 87% de los alumnos con este desorden toman refresco
regularmente, de los cuales el 65% consumen Coca-cola (bebida con una gran proporcién
de azlcar). Asi, el aumento del colesterol podria estar relacionado con la dieta, ademas de
otros factores ambientales como la obesidad, el sedentarismo y el estrés.

En el analisis comparativo de las concentraciones de glucosa, colesterol y triglicéridos
entre el género masculino y el femenino no se obtuvo una diferencia significativa, lo cual
indicé que ambos grupos mantienen un estilo de vida y dieta homogéneos.

La evaluacion del perfil hormonal comprendié la determinacién de los niveles de
insulina, péptido C y cortisol.

La baja sensibilidad a la insulina y la secrecion deficiente de la hormona son
condiciones que representan una mayor probabilidad de desarrollar diabetes tipo 2. En
jovenes, en estudios recientes se sugiere que niveles altos de insulina estan asociados con
una baja sensibilidad a la insulina en edades tempranas [5]. La relacion entre la
concentracion de insulina y la edad fue significativa (ANOVA: P = 0.015). Los niveles de la
hormona disminuyeron conforme al aumento de edad, lo cual podria correlacionarse con
el incremento observado en las concentraciones de glucosa. Se esperaria que los niveles
altos de glucosa en sangre provocaran una elevacion en los niveles de insulina. Ademas,
se observé una disminucion de las concentraciones de péptido C con respecto a la edad
de los individuos, aunque la diferencia no fue significativa (ANOVA: P = 0.077).
Probablemente, al aumentar el nimero de individuos se podria alcanzar un valor de P
menor a 0.05, lo cual indicaria una diferencia significativa.

En este estudio, s6lo un alumno presenté hiperinsulinemia, por lo cual no es posible
considerar a la resistencia a la insulina como una condicién que confiera susceptibilidad
de desarrollar diabetes en el grupo estudiado.

Estos resultados fueron consistentes con lo encontrado en el estudio que se llevd a
cabo en jovenes diabéticos. En dicha evaluacién se obtuvo una ausencia de resistencia a la
insulina en la mayoria de los casos y una alta prevalencia de deficiencia de insulina,
sugiriendo que esta ultima era la principal anormalidad responsable de la presencia
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prematura de diabetes en los jovenes mexicanos con diabetes mellitus tipo 2 de inicio
temprano [6].

Debido a la relevancia del papel de la insulina en el metabolismo de carbohidratos y la
patologia de la diabetes, este es un punto que debera investigarse a fondo con un nimero
mayor de alumnos.

Por otra parte, se cuantificaron las concentraciones de cortisol para evaluar al estrés
crénico como factor de riesgo de diabetes mellitus. Se cree que los alumnos se encuentran
estresados constantemente debido a que, generalmente, la carga de trabajo que se tiene
durante el estudio de la carrera es excesiva y ademas va aumentando de acuerdo al avance
en los semestres. Por lo tanto, se esperaba obtener una elevacién en las concentraciones
de cortisol con respecto a la edad. No obstante, en el andlisis de los datos se observo lo
contrario y, ademas, las variaciones entre los valores promedio de las distintas edades
fueron minimas. Es posible que en la etapa en la cual se llevé a cabo la toma de muestra,
inicio del semestre, no se haya reflejado el estrés de los individuos en los niveles de
cortisol ya que en este periodo la carga de trabajo es menor, al contrario de lo que sucede
al final del semestre.

En ninguno de los tres parametros evaluados en el perfil hormonal se obtuvo una
asociacién significativa en la comparacion entre géneros, indicando que en el periodo de
18 a 22 afios no hay diferencias notables entre los hombres y las mujeres y que ambos
grupos mantienen un estilo de vida y dieta homogéneos, como se mencioné con
anterioridad.

En lo que se refiere al estilo de vida y costumbres de los alumnos, las caracteristicas
que se consideraron como factores de susceptibilidad para el desarrollo de diabetes
incluyeron el consumo de alcohol, cigarro, refresco, la realizacion de actividades
deportivas y los antecedentes familiares de diabetes mellitus.

La influencia de la ingesta de alcohol sobre el riesgo de padecer diabetes tipo 2 no
estad clara todavia, aunque se piensa que el exceso en su consumo podria aumentar las
probabilidades de desarrollar la enfermedad [60]. Los efectos diabetogénicos de la alta
ingesta de alcohol incluyen su contribucién al consumo calérico elevado y obesidad,
induccidon de pancreatitis, alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, deficiencia de
la funcion hepatica y disminucion de la captacion de glucosa mediada por la insulina [61].
El 47% de los alumnos consumen alcohol aunque, en general, no lo hacen con demasiada
frecuencia ni en grandes cantidades; la gran mayoria refirié tomar alcohol Unicamente los
fines de semana. Por lo tanto, el consumo de alcohol como factor de riesgo de desarrollo
de diabetes no esta presente durante el periodo en el cual se estudia la carrera.
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El consumo de cigarro disminuye la sensibilidad a la insulina y favorece el desarrollo
de hiperinsulinemia [62]. Sin embargo, los niveles de insulina entre los fumadores de la
poblacién evaluada, no tuvieron algin cambio o tendencia.

En un estudio realizado en sujetos jovenes se sugiere que la glucosa y la respuesta en
la liberacion de la insulina pueden estar en funcion de la interacciéon entre la obesidad y el
consumo de refresco [5]. El porcentaje de alumnos que toman refresco es elevado (78%)
y, de éstos, el 25% de ellos tiene sobrepeso u obesidad. Este fendmeno sefala que la
seleccion de una dieta apropiada y un estilo de vida sano son fundamentales para
mantener el buen estado de salud.

Un elevado porcentaje de los alumnos tiene antecedentes familiares de diabetes (67%),
razén por lo cual estos sujetos tienen un mayor riesgo de padecer diabetes debido al
caracter hereditario reconocido en esta enfermedad. No obstante, en el desarrollo de este
desorden también participan factores ambientales, como los que se describieron
anteriormente. Por lo tanto, es posible prevenir o, al menos, retardar la apariciéon de la
diabetes si se modifica la dieta y la inactividad fisica. En estudios recientes de intervencion
en adultos se ha demostrado que el ejercicio y una dieta saludable pueden reducir los
riesgos e incidencia de la diabetes y sugieren que el efecto de la intervencién en el estilo
de vida es mejor que la terapia farmacoldgica. En gente joven, se pueden obtener
beneficios a largo plazo si se inicia tempranamente un estilo de vida sano [5].

Se encontré el polimorfismo T130l del gen HNF-4x en los jovenes de la Facultad de
Quimica y su frecuencia génica fue ligeramente menor a la reportada en sujetos control
mexicanos mayores de 60 anos (5.0% vs. 5.4%). Se esperaba obtener un porcentaje
intermedio entre el de los controles y el de los diabéticos tipo 2 (16.0%) porque en éste
estan incluidos aquellos alumnos que no seran diabéticos y los que si desarrollaran la
enfermedad. Aun asi, el porcentaje obtenido fue superior al encontrado en sujetos control
y diabéticos de Japdén. Ademas, en México estd reportada la frecuencia mas alta del
polimorfismo T130I que se ha detectado en el mundo y la primera asociaciéon con diabetes
mellitus tipo 2 de inicio temprano. Por lo tanto, los alumnos que poseen esta variante
tienen un factor de riesgo adicional para el desarrollo de diabetes.

En la comparacion realizada entre los individuos en los que se detectd la presencia del
polimorfismo T130l y aquellos sujetos sin la variante, no se encontré ninguna diferencia
significativa en el IMC, concentraciones de glucosa, colesterol total y triglicéridos. En el
estudio que se realizé en japoneses tampoco se obtuvo una asociacién significativa de
estos parametros con respecto al genotipo [10]. Sin embargo, en la evaluacién que se hizo
en sujetos daneses se encontré que los portadores de la mutacién tuvieron niveles
inferiores de colesterol en comparacién con aquellos sin la variante [11], lo cual no
sucedid en la poblacién de estudiantes ya que los niveles de colesterol de los alumnos con
el polimorfismo fueron ligeramente superiores a los del grupo que no lo presenté.
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Hubo una secrecion variable de insulina entre los alumnos que presentaron la
mutacién T130I, situaciéon que también se presentd en el estudio realizado por Zhu vy
colaboradores [10]. Esto indica que es necesario realizar mas estudios para evaluar la
secrecion de insulina en un nimero mayor de portadores del polimorfismo T130l, o bien,
considerar que no existe una vinculacion directa entre este fendmeno y la presencia de la
mutacién.

Es comprensible que en la muestra evaluada en la Facultad de Quimica, los alumnos
con el polimorfismo T130l no presenten cambios bioquimicos importantes por las
siguientes razones:

a) La variante T130I fue encontrada de manera heterocigota en los 5 estudiantes, es
decir, sélo se detecté en uno de los dos alelos del gen HNF-4x. Por lo tanto, es probable
que las alteraciones provocadas por este defecto genético estén compensadas por el alelo
silvestre,

b) Se trata de un polimorfismo que se asocia al aumento de la susceptibilidad de
desarrollar diabetes mellitus y

¢) Debe considerarse que los sujetos son jovenes, razon por la cual aiin no es posible
notar los efectos metabdlicos asociados en caso de que los alumnos presenten dafo
pancreatico.

En conjunto, las caracteristicas genotipicas y fenotipicas evaluadas mostraron que los
alumnos tienen un riesgo potencial de desarrollar la enfermedad debido al hallazgo del
polimorfismo T130l con una frecuencia semejante e incluso mayor a la de otras
poblaciones (danesa y japonesa, respectivamente) y a que, adicionalmente, en los 100
alumnos evaluados se observé un incremento significativo en las concentraciones de
glucosa y una deficiencia en la secrecion de insulina. El estilo de vida que se lleva en la
Facultad y los efectos de éste sobre la salud de los estudiantes indican que es necesario
tomar medidas correctivas y preventivas que disminuyan las probabilidades de desarrollar
diabetes, como modificaciones en la dieta y el desarrollo de programas escolares que
promuevan el ejercicio.
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VIII. CONCLUSIONES

El polimorfismo T130l del gen HNF-4x que se encontré en los jévenes de la
Facultad de Quimica, tuvo una frecuencia semejante a lo reportado para la
poblaciéon adulta mexicana, lo cual sugiere un fondo genético de susceptibilidad de
diabetes mellitus.

Se detectaron factores de riesgo de tipo ambiental que conducen a la alteracién de

los niveles de glucosa e insulina en los alumnos de la Facultad, los cuales
incrementan el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2.
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X. APENDICE

EXTRACCION DE DNA

Preparacién de reactivos:

Sacarosa Triton 2X
Sacarosa 219 g (0.64 M)
Tris-Base 2.42 g (0.02 M)
MgCl; 2.03 g (0.01 M)
Tritén 100X 10 mL (2%)

1. Vaciar todos los reactivos a un vaso de precipitados de 1000 mL y agregar aprox. 800
mL de agua desionizada.

2. Mezclar en el agitador magnético hasta homogenizar.

3. Ajustar el pH a 7.6.

4. Aforara 1 L.

5. Filtrar con membrana.

6. Almacenar a 4°C.

Sacarosa Triton 1X
1. Tomar un volumen de Sacarosa 2X y agregar un volumen igual de agua desionizada.
2. Mezclar hasta homogenizar.
3. Almacenar a 4°C.

Buffer Lisis Nuclear
Tris-Base 1.21 g (10 mM)
NaCl; 23.4 g (400 mM)
Na;EDTA 0.75 g (2 mM)

1. Vaciar todos los reactivos a un vaso de precipitados de 500 mL y agregar
aproximadamente 300 mL de agua desionizada.

2. Mezclar en el agitador magnético hasta homogenizar.

3. Aforar a 500 mL.

4. Esterilizar en autoclave.

5. Almacenar a temperatura ambiente.
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1. Disolver 35 g de NaCl en 100mL de agua desionizada.

Proteinasa K 5mg/mL

. Pesar 50 mg de la proteinasa (0.050 g)
. Llevar a 10 mL.

. Mezclar completamente.

. Hacer alicuotas de 500 pL.

. Almacenar a -20°C.

NaCl saturado

2. Agitar.

1. Tomar 70mL del alcohol absoluto (100%) y agregar 30mL de agua desionizada.
. Mezclar hasta homogenizar.
. Almacenar a 4°C.

vi h W N —

vi h W N —

. Almacenar a temperatura ambiente.

ETOH 70%

Buffer TE

. Tomar 1 mL de Tris/HCL 1 M a pH = 8.0.

. Agregar 200 uL de EDTA 0.5 M a pH = 8.0.
. Aforar a 100 mL.

. Esterilizar en autoclave.

. Almacenar a temperatura ambiente.

Tris/HC/ 1 M a pH = 8.0

. Pesar 30.275 g de Tris/HCI

. Disolver con 150 mL de agua desionizada.
. Ajustar el pH a 8.0

. Aforar a 250 mL.

. Almacenar a temperatura ambiente.

61



CARTA CONSENTIMIENTO FIRMADA POR LOS ALUMNOS QUE PARTICIPARON EN ESTE
PROYECTO

HOSPITAL JUAREZ DE MEXICO

UNIDAD DE INVESTIGACION, LAB. DE ENDOCRINOLOGIA MOLECULAR

CARTA CONSENTIMIENTO INFORMADO

Meéxico D.F.,

A quien corresponda:

Yo, el/la abajo suscrito/a de

anos de edad, en forma libre y voluntaria acepto participar en el
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