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1. RESUMEN
Un gran porcentaje de enfermedades cronicas se debe en gran medida a factores
ambientales y factores genéticos como los polimorfismos de un solo nucledtido
(SNPs). Los SNPs son las variantes genéticas mas comunes encontradas en el
genoma humano y consisten en el cambio de una sola base en el DNA. Este
cambio entre otras consecuencias puede provocar alteraciones en la expresion
génica y con ello desencadenar y/o aumentar el riesgo de desarrollar una gran
variedad de enfermedades entre las que destaca la DT2. Sin embargo, los
mecanismos que provocan dichas alteraciones no estan del todo estudiados.
Trabajos previos en la Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica del Hospital
de Especialidades, C.M.N S.XXI, IMSS indican que el rs1800470 y rs3758391 se
asocian con diferencias en la expresion de los genes TGF-B1y SIRT1. Es por ello
que en este trabajo se evalud si los polimorfismos rs1800470 del gen TGF-(G1,
rs3758391 del gen SIRT1 (ambos asociados a DT2) y el rs932658 que se
encuentra en desequilibrio de ligamiento con el rs3758391, alteran la unién de
proteinas al DNA, un paso relevante durante la expresion génica. Para lograr esto,
se realizaron Ensayos de Cambio en la Movilidad Electroforética (EMSAs)
empleando oligonucledtidos de alrededor de 30 pb que contenian los dos alelos de
los tres SNPs en estudio. Los resultados mostraron que no existe unién de
proteinas nucleares de las células BxPC-3 (derivadas de adenocarcinoma
pancreatico) a oligonucledtidos de DNA que contenian el alelo ancestral y el alelo
variante para los rs1800470, rs3758391 y rs932658. Esto sugiere que en

pancreas, los SNPs estudiados no se localizan en regiones importantes para la



union de proteinas reguladoras de la transcripcion y por lo tanto debe seguirse

estudiando el mecanismo por el cual estos SNPs modifican la expresion génica.



2. INTRODUCCION

La diabetes tipo 2 (DT2) es el tipo de diabetes mas comun entre la poblacion
adulta. Aparece cuando el pancreas no produce suficiente insulina, se desarrolla
resistencia a la insulina (RI) o ambas’. Esto genera un incremento de la glucosa
sanguinea y una variedad de complicaciones si esta hiperglucemia no es
controlada. En 2015, 415 millones de adultos en el mundo padecian diabetes; sin
embargo, se prevé que esa cifra aumente a 642 millones para el afio 2040, segun
la 72 edicion del Atlas de la Diabetes de la Fundacién Internacional de la Diabetes
(FID)2. La DT2 es considerada una enfermedad multifactorial y los factores
genéticos juegan un rol muy importante en su susceptibilidad.

Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs, por sus siglas en inglés) son las
variantes genéticas mas comunes encontradas en el genoma humano y consisten
en el cambio de una sola base en el DNA (Adenina, Timina, Guanina, Citosina).
Los SNPs se han asociado a una gran variedad de enfermedades tales como
cancer, obesidad, DT2, asma, lupus eritematoso generalizado (LEG), artritis
reumatoide (AR), entre otras3. Estos cambios pueden provocar, entre otras
alteraciones, modificaciones en la expresion génica. Durante la iniciacién de la
sintesis del mRNA, los factores de transcripcion juegan un papel regulador al
interactuar con regiones especificas del DNA que regulan la transcripcion. El
cambio de bases en estas regiones del DNA puede modificar positiva o
negativamente la interaccion proteina-DNA y detener el proceso de expresion
génica o aumentar la sintesis del mMRNA.

Hoy en dia los Estudios de Asociacion del Genoma Completo (GWAS, por sus

siglas en inglés) han revelado asociaciones entre SNPs en diferentes regiones del
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genoma y varias enfermedades*. Sin embargo, la asociacion de una enfermedad
con un determinado SNP no necesariamente significa que éste sea el
polimorfismo funcional o causal de la enfermedad, ya que existe la posibilidad de
que el SNP funcional esté en desequilibrio de ligamiento con el SNP asociado. El
desequilibrio de ligamiento implica el intercambio de un conjunto de SNPs durante
el entrecruzamiento en la meiosis, es decir, estos SNPs se heredan en bloque
(haplotipo) y por lo tanto, al estudiar alguno de ellos es posible “predecir” el
cambio de base (A, G, C, T) de los otros®.

En la actualidad se han identificado un gran numero de SNPs asociados a DT2.
Conocer cudles de ellos genera alteraciones sobre la expresidon génica y las
modificaciones en los sistemas de regulacion, ayudaria a dilucidar parte de los
mecanismos que intervienen en el organismo para que se presente la DT2. En
este trabajo se estudiaron polimorfismos de un solo nucleétido localizados en los
genes TGF-B1 (rs1800470) y SIRT1 (rs3758391 y rs932658). ElI gen TGF-(G1,
ubicado en el cromosoma 19, codifica a la proteina TGF-B1 que pertenece a la
superfamilia de factores de crecimiento transformante 3 de las citocinas. Esta
proteina, entre otras funciones, participa en la regulacion de la proliferacion,
diferenciacion y apoptosis celular, modulacion de la expresion y activacion de
factores de transcripcion, y sintesis y deposito de proteinas de matriz extracelular
en varios 6rganos®. Hathaway CK et al. (2015) y algunos otros investigadores han
descrito que una elevada expresion de TGF-B1 influye en la presencia de
Nefropatia Diabética (ND), una complicacién comun en pacientes con DT2’. Estos
resultados son respaldados por estudios de asociacién entre el rs1800470 (869

T>C) y pacientes con ND&'. Estos trabajos reportan los genotipos CC y CT
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asociados a susceptibilidad de ND en asiaticos, caucasicos y africanos.
Valladares A et al. (2010) encontraron en poblacion Mexicana que la frecuencia de
los genotipos CC/CT para 869 T>C es mayor en pacientes con ND que en
aquellos que no presentan ND y que la razon de momios (OR, por sus siglas en
inglés) es de 1.818 cuando se compara con el genotipo TT (Cles%=1.128-2.930,
p=0.016) bajo un modelo dominante2.

Por otro lado, el gen SIRT1 codifica una proteina de la familia de las sirtuinas,
homodlogas a la proteina Sir2 de levadura. SIRT1 interviene en la diferenciacion y
proliferacion celular, biogénesis mitocondrial, resistencia al estrés, apoptosis,
metabolismo energético y silenciamiento de la cromatina. Luu L et al. (2013) y
otros investigadores han reportado que SIRT1 participa en el proceso de secrecidn
de insulina y tolerancia a la glucosa's. Investigaciones previas en la Unidad de
Investigacion Médica en Bioquimica localizada en el Hospital de Especialidades,
“‘Dr. Bernardo Sepulveda Gutiérrez”, en Centro Médico Nacional Siglo XXI del
Instituto Mexicano del Seguro Social reportan una elevada expresion de TGF-G1y
SIRT1 en presencia del genotipo TT (aproximadamente dos veces mas que el
genotipo CC) y genotipo TT (aproximadamente dos veces mas que el genotipo
CC) para el rs1800470 y rs3758391, respectivamente, en una poblacion mexicana
de nifios'*"5. Por otro lado, en una poblacion mexicana de adultos sanos y pre
diabéticos se observaron resultados muy parecidos a los anteriores, ya que el
aumento estadisticamente significativo de la expresion de TGF-B1 se asocioé con
los genotipos TT (p=0.005) y CT (p=0.047) al compararlos con el genotipo CC,
mientras que la expresion de SIRT1 se eleva con la presencia del genotipo TT

comparado contra el genotipo CC (p=0.001)". Hu Y et al. (2015) reportaron
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resultados similares estudiando al rs3758391 en SIRT1 en una poblacién china.
Ellos demostraron que la expresidn de SIRT1 es significativamente mas elevada
con el genotipo TT que con los genotipos TC y CC en pacientes sanos'’. El
rs3758391 se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el rs932658, por lo que
en este trabajo se estudid su posible efecto funcional en la regulacion de la
expresion génica aunque este polimorfismo no ha sido asociado a DT2. En
conjunto estas investigaciones sugieren que el aumento de expresion de TGF-1y
SIRT1 por la presencia del alelo T de los SNPs evaluados esta implicada en gran
medida en la aparicion de DT2 y enfermedades asociadas a ésta.

En el presente trabajo se evalud si los polimorfismos rs1800470, rs3758391 y
rs932658 se localizan en regiones de union proteina-DNA y si los cambios de
base modifican esta unidon. Para ello se emplearon cultivos de células de
adenocarcinoma pancreatico (linea celular BxXPC-3) crecidos en medio RPMI-1640
suplementado con 10% SFB y 1% Penicilina/Estreptomicina, incubados a 37°C y
en atmoésfera de CO2 al 5%. Posteriormente se realiz6 la extraccion de RNA de las
células para evaluar la expresion de los genes a estudiar. Finalmente, a partir de
2x108 células BxPC-3 se llevo a cabo la extraccion de proteinas nucleares con el
Kit “NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents” (Thermo Fisher
Scientific), las cuales junto a oligonucle6tidos de DNA de doble cadena con el
alelo ancestral (G para rs1800470, T para rs3758391 y G para rs932658) y el alelo
variante (T para rs1800470, C para rs3758391 y C para rs932658) se sometieron
a los ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA, por sus siglas en
inglés) con el Kit “LightShift Chemiluminescent EMSA” (Pierce/Thermo Fisher

Scientific) para determinar la interaccion de proteinas con el DNA.



3. MARCO TEORICO

3.1. Aspectos generales de la diabetes
De acuerdo con la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en
inglés), la diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas que se caracteriza
por hiperglucemia producida por defectos en la secrecidn de insulina, en la accidn
de la misma o ambas'. Es comin que las personas que la padecen presenten
sintomas caracteristicos como polidipsia, poliuria, polifagia, pérdida de peso y
vision borrosa; sin embargo, dichos sintomas no son tan intensos e incluso
pueden estar ausentes dependiendo del paciente. La hiperglucemia crénica se
acompana de alteraciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas,
que su vez se asocian a largo plazo con la disfuncién y el fallo de varios 6rganos,
especialmente los ojos, rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineos’. Existe una
manera general de clasificar a los diferentes tipos diabetes debido a su frecuencia
en la poblacibn como aquellas mas frecuentes y menos frecuentes. La ADA
clasifica a la diabetes en cuatro tipos'® (Figura 1). En esta tesis, nos centraremos
en la descripcidn de la diabetes tipo 2 (DT2).

3.2.Diabetes Tipo 2
La diabetes es una enfermedad cronica cuya prevalencia ha ido en aumento al
paso de los afios en todo el mundo y ha tenido un impacto negativo en diferentes
aspectos de la vida del paciente y su familia, y en la sociedad. Para el paciente y
su familia, la diabetes significa un desgaste fisico y emocional, debido a las
complicaciones y a los decesos que esta enfermedad genera. Por otro lado, el
gasto que realizan las instituciones para combatir esta enfermedad ha aumentado,

ya que la diabetes implica una gran inversion econémica encaminada a mejorar la
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calidad de vida del diabético, surtir farmacos para las diferentes clinicas y

hospitales que atienden pacientes con diabetes, pagar a médicos y personal de

salud, invertir en investigaciones sobre la enfermedad y la busqueda de nuevos

farmaco para el tratamiento de la diabetes.

La diabetes ha tenido un gran impacto en la economia mundial, debido al

incremento de la prevalencia de la enfermedad. Datos de la FID indican que 12%

del gasto mundial en salud, alrededor de $673 billones, se destina a la diabetes.

Tipo1lo

insulinodependiente
(Diabetes juvenil)

Tipo 2 o no

insulinodependiente

Por destruccion
de células B.
Representa 5-

10% de los
pacientes con
diabetes.

Pérdida progresiva
de la secreciéon de
insulina.
Representa 90-
95% de los casos
de diabetes.

Tipos menos

frecuencuentes

Gestacional

Dignosticada en el
2do o 3er

trimestre del
embarazo

Especificos

|

Enfermedades del
pancreas
exocrino,defectos
genéticos (MODY),
endocrinopatias,
farmacos,
infecciones.
Representa 1% de

los casos.

Figura 1. Clasificacion de la diabetes de acuerdo a la ADA, Diabetes Care (2016)"8.

La diabetes tipo 2 (DT2) es el tipo de diabetes mas comun entre las personas,

aparece cuando el pancreas no produce suficiente insulina o las células no

responden adecuadamente a la insulina®™, lo que genera un incremento de la
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glucosa sanguinea y una variedad de complicaciones cuando esta hiperglucemia
no es controlada. Generalmente este tipo de diabetes se observa en adultos
mayores de 45 afos, pero en la actualidad se ha visto un aumento en incidencia
en nifos y adolescentes con sobrepeso u obesidad.
3.3.Epidemiologia
En 2015, 415 millones de adultos en el mundo padecian diabetes, sin embargo
esa cifra se prevé que aumente a 642 millones para el afo 2040 segun la 72
edicion del Atlas de la Diabetes de la Federacion Internacional de la Diabetes
(FID)2. La DT2 se ha convertido en una enfermedad comun en el mundo y
amenaza una gran cantidad de paises, generalmente de bajos y medios ingresos.
Se sabe que es mas comun en afroamericanos, latinos/hispanos, indigenas
americanos, estadounidenses de origen asiatico, nativos de Hawai y otros islefios
del Pacifico?®. En México, la prevalencia de DT2 en poblacion adulta segun la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) del 2016 pas6 de 9.2% en
2012 a 9.4% en 20162'. Entre esta poblacion, la mujeres reportan mayores valores
de diabetes (10.3%) que los hombres (8.4%) tanto en localidades urbanas como
rurales.
3.4.Pancreas

El pancreas humano es una glandula lobulada que pesa entre 60 y 170 g, mide
entre 13 y 25 cm de longitud y se localiza inmediatamente abajo del estomago y
junto al higado a lo largo del tubo digestivo (Figura 2). Su cabeza (porcion
proximal) queda ubicada en el angulo del duodeno y su cola (porcion distal)
contacta con el bazo. También se encuentra cercano a varios vasos sanguineos

de gran calibre, como la aorta, la vena cava inferior y la vena y la arteria
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mesentéricas superiores, y esta en contacto directo con las venas porta y

esplénica??.

Figura 2. Anatomia del pancreas adulto humano. Tomada de Kahn CR (2006)%2.

Este organo tiene dos funciones, una exocrina y otra endocrina. El pancreas
exocrino constituye la mayor parte del tejido pancreatico y consta principalmente
de células acinares (Figura 3). Estas se organizan en &cinos, que son
invaginaciones epiteliales localizadas en los extremos de un entramado ramificado
de conductos. Estas células secretoras se unen entre si mediante uniones
intercelulares comunicantes extensas y se encuentran flanqueadas por células
centroacinares en el cuello de los acinos. En las células acinares se encuentran
numerosos granulos que contienen enzimas digestivas encargadas de digerir los
alimentos. Estas enzimas son las amilasas, proteasas, nucleasas y lipasas, se
secretan hacia el duodeno como proenzimas inactivas y posteriormente son
activadas por una protedlisis limitada una vez que entran en el tubo digestivo por

la ampolla de Vater?2,
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Figura 3. Representacién esquematica de los tipos celulares en el pancreas. Un islote se encuentra
rodeado de tejido exocrino mas abundante. Se indican las células beta (gris claro) y las células no
beta periféricas (gris oscuro). Los acinos estan constituidos por células acinares y centroacinares.
También se representan un conducto y un vaso sanguineo. Ambos forman entramados extensos a
lo largo del tejido pancreatico y habitualmente discurren en proximidad a los islotes. Tomada de
Kahn CR (2006)%2.

Por otro lado, la funcion endocrina del pancreas depende de diversos tipos
celulares en los islotes de Langerhans, los cuales son agregaciones celulares
identificadas en 1869 por el médico aleman Paul Langerhans. Los islotes de
Langerhans se componen de cuatro tipos celulares: a, B, 8 y PP (secretoras de
polipéptidos pancreaticos; también denominadas células y). En la mayoria de los
mamiferos, las células beta se localizan en medio del islote y se encuentran
rodeadas de una capa delgada de células a, & y PP (de una a tres células de
grosor, Figura 3). En los islotes de Langerhans, estas células se encuentran en

diferentes proporciones y cada una secreta ciertas hormonas?? (Tabla 1).
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Tipo de Porcion en Islotes de
. Hormonas secretadas
Célula Langerhans
Células B 70-80% Insuhlna: Regula el me’fabollsmo de la glucosa, a){udando a
que ésta entre en las células y las provea de energia.
Glucagon: Aumenta los niveles de glucosa en sangre en
Células a 15-20% ayuno al liberar la reserva de glucégeno almacenado en
higado.
Células & 5% Somatostatina: Inhibe secrecion de insulina y glucagoén.
. Polipéptido pancreédtico: Regula la secrecidbn pancreética
0,
Células PP 1% eX0Crina.

Tabla 1. Células de los islotes de Langerhans y hormonas secretadas.

La funcion principal de las células [ del pancreas es la produccion,
almacenamiento y secrecion regulada de insulina. En circunstancias normales, las
células B mantienen una reserva de insulina facilmente disponible que puede
secretarse en respuesta a un estimulo, como una elevacion de glucosa. Dicha
liberacion es compensada con un aumento en la biosintesis de insulina, de
manera que la reserva de insulina en la célula B se mantiene constante?. La
sefalizacion para la secrecion de insulina comienza cuando la glucosa entra a la
célula B a través del transportador GLUT-2, ya en el citosol la glucoquinasa (GK)
cataliza la fosforilacion de glucosa generando glucosa-6-fosfato, esencial para el
inicio de la glucolisis y por tanto la formacion de piruvato. El piruvato entra al ciclo
de Krebs en la mitocondria, donde se generan las moléculas reducidas de NADH y
FADH, las cuales transfieren electrones a la cadena respiratoria, desencadenando
la hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial y generacion de ATP. EI ATP es
transferido al citosol de la célula provocando un aumento de la relacién ATP/ADP.
Este incremento de ATP provoca el cierre de los canales de potasio sensibles a
ATP causando la despolarizacion de la membrana citoplasmatica, que a su vez
provoca la apertura de canales de calcio (Ca?*) dependientes de voltaje, de tal
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manera que el Ca?* extracelular entra a la célula y el aumento de concentracion de
éste junto con otros factores estimula la movilizacién de los granulos de insulina

hacia la membrana citoplasmatica y la secrecion de insulina®* (Figura 4).

Glucosa

AT
UCO{__@

Piruvato

M, FADH,

. Cadena de

transporte e
by ATP

[EwAPT]

Citosol

Célula p
Figura 4. Secrecion de Insulina por las células 3 pancreédticas. Tomada y modificada de
Gomis R (2007)%.

3.5.Fisiopatologia

La DT2 es considerada una enfermedad crénico degenerativa, que aparece
debido a una serie de factores ambientales como sedentarismo, sobrepeso,
obesidad, hipertensidén, aumento de la edad y factores genéticos como SNPs y
Variaciones del Numero de Copias (CNVs, por sus siglas en inglés).

En un individuo sano, la insulina secretada por las células B se libera a la vena
porta en respuesta a un aumento de glucosa y se une a sus respectivos
receptores de insulina en diferentes tipos celulares como por ejemplo en células
de musculo (miocitos) y del tejido adiposo (adipocitos)?®. Posteriormente mediante
una cascada de sefalizacion intracelular que implica multiples eventos de

fosforilacion/desfosforilacion de cinasas de tirosina y serina/tirosina, el
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transportador GLUT-4 se trasloca a la membrana citoplasmatica y permite la
entrada y el almacenamiento de glucosa en las células?® donde participa en
diferentes actividades, principalmente en la glucdlisis (Figura 5). Sin embargo, con
una produccién insuficiente de insulina y la disminucién de la capacidad de la
insulina para ejercer su accion en tejidos como el musculo, el higado y el tejido
adiposo, la glucosa se acumula en la sangre y no es transportada de manera
adecuada a las células, provocando que las células no produzcan ATP y con el
tiempo puede causar dafio en diferentes 6rganos y sistemas?3. Debido a la gran
concentracion de glucosa acumulada en sangre, al inicio de la enfermedad los
niveles de insulina también se encuentran elevados, lo que genera que los
receptores de las células lleguen a un punto en el que ya no funcionan
adecuadamente, es decir, hay una resistencia a la insulina (RI). Al paso del tiempo
los niveles de insulina van decayendo poco a poco hasta que el pancreas deja de
secretar mas insulina, por lo tanto, en los estadios avanzados de la enfermedad,

los pacientes con diabetes deben inyectarse insulina.

Figura 5. Transporte de glucosa por insulina. Una vez unida la insulina a su receptor, éste se
encuentra activo para llevar a cabo la sefalizacion y la consecuente entrada de glucosa a la célula.
Tomada y modificada de https:/momentofisioex.wordpress.com/page/2/
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Las personas que padecen DT2 suelen presentar sintomas como cansancio, sed
excesiva (polidipsia), aumento de apetito (polifagia), aumento excesivo de orina
(poliuria), pérdida de peso, prurito, vision borrosa, infecciones frecuentes y heridas
que tardan en cicatrizar?3. Al paso de los afios suelen presentarse complicaciones
como ND, neuropatia diabética, retinopatia diabética, ceguera, entre otras.

La DT2 nunca ha sido una enfermedad sencilla de diagnosticar, sin embargo, en la
actualidad debido al incremento de casos de obesidad, DT2, hipertension arterial
y enfermedades asociadas a éstas, las campafas de salud en clinicas vy
hospitales, en conjunto con los medios de comunicacion permiten que la poblaciéon
conozca mas sobre la DT2, desde sus sintomas clasicos hasta sus
complicaciones. La mayoria de las personas que padecen DT2 se diagnostican de
acuerdo a los niveles de glucosa plasmatica en ayunas, ya sea a través de una
prueba rapida de glucosa en plasma o de una prueba de tolerancia a la glucosa
que indica como el organismo responde a la glucosa ingerida. Existe otra prueba
fundamental para el diagndstico de la enfermedad, la prueba de hemoglobina
glucosilada (HbA1C) que sirve como referencia para determinar los niveles de
glucosa en la sangre durante los Ultimos 2 & 3 meses?5?’. Los criterios de
diagnéstico para diabetes segun la ADA?° se muestran en la tabla 2.
Generalmente el tratamiento para la DT2 consiste en una dieta saludable,
actividad fisica y una combinacién de farmacos como los hipoglucemiantes orales
(metformina, glibenclamida), estatinas (atorvastatina), antihipertensivos con la
finalidad de controlar no solo DT2 sino también las enfermedades relacionadas

como obesidad e hipertensioén arterial, y prevenir la apariciéon de complicaciones.
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Criterios diagnosticos para diabetes ADA 2016

Glucosa en ayuno = 126 mg/dL (no haber tenido ingesta caldrica en las dltimas 8 horas).
0

Glucosa plasmatica a las 2 horas 2200 mg/dL durante una prueba oral de tolerancia a la

glucosa. La prueba debe ser realizada con una carga de 75 gramos de glucosa anhidra
disuelta en agua.
o
Hemoglobina glicosilada (A1C) = 6.5%. Esta prueba debe realizarse en laboratorios
certificados de acuerdo a los estdndares A1C del DCCT.
0
Paciente con sintomas clasicos de hiperglicemia o crisis hiperglucémica con una glucosa al

azar 2 200 mg/dL.

Tabla 2. Criterios de diagndstico para diabetes de acuerdo a la ADA. Tomada de Guias ADA
(2016)".

3.6. Expresioén génica
La informacion genética de un individuo esta determinada por una secuencia de
cuatro bases nitrogenadas, Adenina (A), Timina (T), Guanina (G) y Citosina (C),
contenidas en una doble hélice denominada Acido Desoxirribonucleico (DNA, por
sus siglas en inglés). La secuencia de las bases en un fragmento del DNA
(genotipo) determina junto con el ambiente (dieta, estilo de vida, edad, etc.) las
caracteristicas de los individuos (fenotipo). El DNA se encuentra en el nucleo de
las células compactado en estructuras denominadas cromosomas. En dicha
compactacion participan proteinas especializadas a fin de crear la cromatina, la
cual tiene varios niveles de organizacion. La doble hélice de DNA es el nivel mas
simple y una vez asociados a complejos de histonas se forma el nucleosoma,
éstos se pliegan para generar una fibra cromatinica que se compacta y forma
bucles de tal manera que al comprimirse cada vez mas llegan a formar el
cromosoma. Existen dos tipos basicos de cromatina, la heterocromatina que es
aquella que se encuentra en estado de alta condensacién y la eucromatina que

estd en un estado mas extendido®®?°. A la region del DNA encargada de
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determinar la expresion y regulacion de una caracteristica heredable se le

denomina gen3° (Figura 6).

Figura 6. Elementos que componen a un gen. Las secuencias que codifican para un proteina
(exones) estan interrumpidas por secuencias no codificantes (intrones) en un gen. La region
promotora se encuentra rio arriba del inicio de la transcripcién (flecha +1). Tomada y modificada
de Alberts B (2011)%.

El proceso por el cual la informacién codificada en un gen se transcribe en uno o
varios RNA funcionales (tRNA, rRNA, mRNA, iRNA, miRNA, siRNA, por
mencionar algunos) y se produce una proteina se denomina expresion génica®.
Consta de una serie de pasos que inicia con el proceso de transcripcion, el cual es
regulado por proteinas (factores de transcripcidn) que interactuan con regiones
especificas del DNA, posteriormente se da la produccion de un RNA funcional,

como el mRNA, que se traduce a una proteina madura (Figura 7).

Figura 7. Representacion del proceso de expresion génica. Tomada de Alberts B (2011)28.
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3.6.1. Transcripcion

El inicio de la expresidn génica ocurre en el nucleo y consiste en un cambio
conformacional de la cromatina, el DNA se desenrolla del complejo de histonas
para poder llevar a cabo la transcripcion de los genes. El proceso de transcripcion
se refiere a la sintesis de una cadena de Acido Ribonucleico (RNA, por sus en
inglés) cuya secuencia es complementaria y antiparalela a una de las hebras del
DNA (denomina hebra molde con direccion 3'—5')28,

La interaccion de proteinas con el DNA es fundamental para que este proceso se
lleve a cabo correctamente. Existen regiones rio arriba del inicio de transcripcion
con secuencias de nucledtidos especificas, también Illamadas secuencias
consenso, que participan en la regulacién de la transcripcidn y que estan
contenidas en regiones promotoras?® (Figura 8). Generalmente se conocen 3 tipos
de promotores?>:

- Promotor basal: Contiene a la secuencia consenso Iniciador (Inr) localizada
entre las posiciones -3 y +5, y a la caja TATA situada tipicamente entre -25
y -35 pb. Esta ultima determina el inicio de la transcripcion.

- Promotor proximal: Generalmente localizado a -200 pb rio arriba del sitio de
inicio de transcripcién, incluye a las cajas GC y CAAT. El numero y la
posicion de estas secuencias varia entre los promotores de los diversos
genes.

- Promotor distal: Se ubica a mas de 200 pb rio arriba del sitio de inicio de
transcripcion, aunque también se han localizado rio abajo (en extremo 3’).
Incluye a los potenciadores encargados de aumentar la transcripcion del

gen y los silenciadores que inhiben la transcripcion.
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Figura 8. Secuencias que regulan el proceso de transcripcién. Tomada y modificada de Salazar AM
(2013)%.

Los factores de transcripcidon son proteinas nucleares que se unen a las
secuencias consenso en el promotor y participan en la regulacion de la
transcripcion. Estas proteinas se unen al surco mayor del DNA a través de
puentes de hidrogeno, enlaces iénicos e interacciones hidréfobas con las bases
nitrogenadas. Existen diferentes estructuras de los factores de transcripcion?®. Los
factores de transcripcion se han clasificado en dos grupos funcionales; los factores
de transcripcion generales o basales que son comunes a todos los genes y que se
unen al promotor basal junto con la RNA polimerasa Il, y los factores de
transcripcion inducibles o especificos que se unen a promotores proximales y
distales en genes especificos?®.

Los pasos del proceso de transcripcidn son los siguientes?%28,

1. Inicio. Se requiere de la participacion de un conjunto de proteinas
denominadas factores de transcripcion generales, proteinas comunes a
todos los genes que reconocen el promotor (caja TATA) y de factores de
transcripcion especificos, dependiendo de los genes a transcribir.

El TFIID reconoce la caja TATA de la hebra molde (direccion 3'—5’) y se

une a ella a partir de su regién proteina de union a TATA o TBP (Figura

19



9A), posteriormente se da la union adyacente de TFIIB y el resto de los
factores de transcripcion (TFIIE, TFIIH y TFIIF) con la RNA polimerasa |l
(Figura 9B). TFIIH separa la doble hélice en el punto de inicio de la
transcripcion permitiendo la exposicion de la hebra molde del DNA,
formandose la burbuja de transcripcion. La RNA polimerasa Il cataliza el
enlace fosfodiéster de dos ribonucleotidos trifosfatos (rNTPs) iniciales
complementarios a la hebra molde. TFIIH fosforila el dominio
carboxiterminal (CDT) o cola de la RNA polimerasa Il, lo que la libera de los

factores de transcripcion generales (Figura 9C).

Figura 9. Inicio de la transcripcion. Tomada y
modificada de Alberts B (2011)%8.
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2. Elongacion. La RNA polimerasa |l se mueve a lo largo de la hebra molde de

DNA en direccion 3—5'. A medida que la enzima avanza, el DNA se
desenrolla para exponer un nuevo segmento de cadena sencilla de DNA
molde, se van afiadiendo rNTP’s de Adenina, Guanina, Citosina y Uracilo, y
se va sintetizando una cadena de RNA en direccion 5—3’ (Figura 10).
Para dicha sintesis, se lleva a cabo una polimerizacibn de los
ribonucledtidos por la RNA polimerasa Il. El ribonucledtido que debe ser
afiadido en el extremo 3’ de la cadena de RNA creciente es complementario
al que se encuentra en la cadena de DNA molde, se forma un enlace
fosfodiéster cuando la RNA polimerasa |l cataliza una reaccion entre el
oxigeno del carbono 2 de la ribosa del rNTP previamente afiadido y el
fosfato de un rNTP nuevo. El complejo de elongaciéon (RNA polimerasa |l,
DNA molde y RNA creciente) es muy estable.

3. Terminacion. La mayor parte de los sitios de terminacion se encuentran
corriente arriba del punto donde realmente finaliza la transcripcion, por lo
tanto, el proceso concluye una vez transcrito el terminador. La RNA
polimerasa |l deja de sintetizar RNA, se libera la molécula de RNA recién
sintetizada del complejo y la RNA polimerasa se disocia del DNA para
volver a transcribir el mismo gen nuevamente u otro gen (Figura 10).

El RNA recién sintetizado es procesado antes de abandonar el nucleo para
convertirse en un RNA mensajero maduro (mRNA). En el extremo 5’ se llevaba a
cabo el encapuchamiento (casquete del RNA), que consiste en afiadir un
nucledtido de Guanina (G) con un grupo metilo, posteriormente ocurre el proceso

de corte y empalme del RNA, también conocido como “splicing”, en el que se
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eliminan las secuencias de intrones y se unen entre si los exones, y por ultimo en
el extremo 3’ ocurre la poliadenilacién, que implica la adicion de unos cientos de

nucleotidos de Adenina, generando la cola de poli-A (Figura 7)2.

Figura 10. Elongacién y terminacion del proceso de transcripcion. Tomada y modificada de Alberts
B (2011)%.

3.6.2. Traduccién
Una vez que el mRNA es transportado del nucleo al citoplasma, la informacién que
lleva es traducida a una proteina con ayuda de los ribosomas y RNAs de
transferencia (tRNAs). Estas moléculas facilitan la formacion de uniones
peptidicas entre aminoacidos para formar una proteina completa. Los elementos

necesarios para llevar a cabo la traduccién son3":
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RNA mensajero (mRNA): Lleva la informacion genética transcripta del DNA,
la cual se lee en conjuntos de secuencias de tres nucledtidos, llamadas
codones o tripletes, codificando cada uno para un aminoacido.

RNA de transferencia (tRNA): Encargado de decifrar los codones del
MRNA, ya contiene un aminoacido especifico para una secuencia de tres
nucledtidos, un anticodon, que se aparea con las bases de su coddn
complementario presente en el mMRNA.

Ribosomas: Complejo formado por diversas moléculas de RNA ribosomal
(rRNA) diferentes (5S, 5.8S, 18S y 28S) y un gran numero de proteinas,
organizados en una subunidad mayor (50S) y una subunidad pequefia
(30S). Estas estructuras se mueven a lo largo del mRNA catalizando el

ensamblaje de los aminoacidos en la cadena polipeptidica®.

El proceso de traduccién se compone de tres pasos?®:

1.

Iniciacion. El mecanismo inicia cuando la subunidad menor del ribosoma se
une al extremo 5 del mRNA, para posteriormente desplazarse hasta
encontrar el codén de inicio situado en la secuencia de Kozak (5-
ACCAUGG-3’). El anticoddon del tRNA iniciador que transporta el primer
aminoacido (metionina) reconoce al codon AUG del mRNA. La lectura del
codon se lee en direccion 5—3’ por el anticodén, que se unira en sentido
inverso, de 3'—5’. Ya formada la unién, la subunidad mayor se acopla al
complejo formado, de tal manera que el tRNA queda en el sitio P del

ribosoma para continuar con el proceso de traduccion (Figura 11A).
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2. Elongacion. La formacion de una cadena polipeptidica implica la
incorporacion de nuevos aminoacidos, transportados por su respectivo
tRNA. Los aminoacidos van formando enlaces peptidicos a partir de la
union del extremo carboxi-terminal (radical carboxilo, -COOH) del
aminoacido iniciador con el extremo amino-terminal (radical amino, -NH2)
del nuevo aminoacido. Esto ocurre de forma ciclica, de tal manera que a
medida que el ribosoma se mueve a lo largo del mRNA, nuevos tRNA con
su aminoacido se van incorporando al sitio A, se genera la unidén codon-
anticodon y la formacion de enlaces peptidicos entre los aminoacidos hasta
formar un polipéptido. Cada que llega un nuevo tRNA al sitio A, el anterior
se mueve al sitio P y posteriormente al sitio E para salir del ribosoma, y asi
sucesivamente, leyendo el mRNA en direccién 5—3’ (Figura 11B).

3. Terminacion. El proceso finaliza cuando al sitio A se posiciona algunos de
los codones de terminacion (UAA, UGA 6 UAG), los cuales tienen como
caracteristica no codificar para ningun aminoacido, el mRNA se libera del
ribosoma para leerse de nuevo, el ribosoma se desensambla y se libera la
proteina formada (Figura 11C).

Las proteinas adquieren diferentes estructuras en el espacio (primaria, secundaria,
terciaria o cuaternaria) y sufren ciertas modificaciones postraduccionales
(glucosilacion, fosforilacion, acetilacion, metilacion, hidroxilacién, entre otras) en
los diferentes grupos funcionales de los amonoacidos y en sus extremos amino y

carboxilo terminal, cambios necesarios para su funcionamiento en la célula®.
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Figura 11. Proceso de traduccién. Tomada y modificada de Alberts B (2011)%.

3.6.3. Unidén proteina-DNA

La interaccién de proteinas con regiones especificas del DNA es fundamental para
el desarrollo de muchos procesos bioldgicos ocurridos dentro de las células, como
el empaquetamiento del DNA, replicacion del DNA, transcripcion de genes, el
“splicing”, la reparacion del DNA y hasta procesos que se llevan a cabo durante
una infeccién viral®2. Algunas de las proteinas mas comunes implicadas en la
interaccion proteina-DNA son los factores de transcripcion. Conocer los sitios
donde se lleva a cabo la interaccidon proteina-DNA es clave para comprender los
procesos bioldgicos antes mencionados y su relacion con ciertas enfermedades.

En la mayoria de los casos, las proteinas se unen a regiones especificas en el

surco mayor del DNA a través de puentes de hidrégeno, enlaces i6nicos e
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interacciones hidrofobas con las bases nitrogenadas, sin alterar las uniones entre
bases. Tipicamente, la union proteina-DNA consiste en 10 a 20 contactos como el
de la Figura 12, cada uno involucra diferentes aminoacidos que contribuyen a
dicha interaccion. Muchas proteinas forman dimeros que se unen al DNA, por lo
tanto, la dimerizacion duplica el area de contacto con el DNA e incrementa de este

modo la fuerza y especificidad de la interaccion proteina-DNA28,

Figura 12. Unién de un regulador de la transcripcion al DNA. Tomada de Alberts B (2011)%8,

La secuencia del DNA es fundamental para el acoplamiento de las proteinas. Por
lo tanto, la presencia de mutaciones como deleciones, inserciones, duplicaciones,
secuencias repetidas y presencia de SNPs en regiones especificas de union de
proteinas al DNA, afectaria en gran medida la interaccion proteina-DNA.

Por otro lado, los aminoacidos que forman a las proteinas tienen propiedades
diferentes dependiendo de los grupos funcionales que los conforman. Esto genera
la presencia de residuos cargados, residuos polares y residuos hidrofébicos en los

20 aminoacidos conocidos. Generalmente, los residuos con carga positiva son
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mas propensos a interactuar con la carga negativa del DNA%2. La secuencia de
aminoacidos adquiere una disposicion espacial, dando lugar a motivos
estructurales de la proteina®®, los cuales encajan con el DNA y forman
asociaciones estrechas con un segmento corto de pares de bases del DNA.
Algunos de los motivos estructurales que se han descubierto se pueden apreciar

en la Figura 13.

Figura 13. Motivos estructurales de los factores de transcripcion. Cremallera de leucinas (A),
hélice-asa-hélice (B), dedos de zinc (C) y hélice-vuelta-hélice (D). Tomada de Salazar AM (2013)%5.

Hoy en dia, existen técnicas experimentales que permiten identificar la interaccion
proteina-DNA, entre ellas destacan los EMSAs, inmunoprecipitacion de cromatina
(ChiP), MicroChiP, Fast ChiP, cristalografia de Rayos X y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear. Sin embargo, en las ultimas décadas se han
desarrollado herramientas computacionales para predecir los sitios posibles de
uniones proteina-DNA32. Estos facilitan el desarrollo de las técnicas mencionadas

y aceleran la caracterizacion de la interaccion proteina-DNA. Generalmente, estas
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herramientas se basan en ciertas caracteristicas de la proteina para predecir los

sitios posibles de unién al DNA (Figura 14) y en datos de referencia de otras

herramientas computacionales como las bases de datos®2. Entre los resultados

que arrojan estas nuevas estrategias se encuentran los motivos de secuencia,

patrones cortos y recurrentes en el DNA que indican sitios de union especificos de

secuencia para proteinas tales como nucleasa y factores de transcripcion33. La

representacion de estos motivos de secuencia se puede observar en la Figura 15,

donde se aprecia la secuencia de las base del DNA en diferentes tamanos. Las

bases mas altas presentan mayor afinidad para la unién de proteinas.

Caracteristicas de

Caracteristicas

Caracteristicas fisicas

secuencia estructurales y quimicas
» Secuencia de * Motivos estructurales » Hidrofobicidad
aminoacidos » Estructuras vecinas » Potenciales
» Conservacion de « Flexibilidad electrostaticos
secuencias estructural » Carga neta y
* Residuos « Estructuras momento dipolo vy
conservados secundarias cuadrupolo
evolutivamente « Area de superficie
accesible

Figura 14. Caracteristicas de las proteinas. Las caracteristicas de las proteinas para predecir sitios
de unién proteina-DNA se dividen en caracteristicas de secuencia, estructurales, fisicas y

quimicas®.

Figura 15. Motivos de secuencia. Tomada de http://kueckgen677s09.weebly.com/motifs-gene.html
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3.7.Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)

Enfermedades como la obesidad, hipertension arterial, DT2, asma, LEG, AR, entre
otras, son enfermedades multifactoriales?, es decir, que involucran la participacion
e interaccion de multiples genes y factores ambientales presentes en una
poblacion para determinar la aparicion de la enfermedad.

Los estudios de la variacion del genoma humano indican que aproximadamente el
99.9% de la secuencia del DNA es idéntica entre los individuos, por lo tanto el
restante 0.1% es el que hace que cada persona sea unica. Esa pequefia
diferencia representa a mas de 3 millones de pares de bases diferentes en el
DNA, considerando que el genoma humano contiene 3,200 millones de pares de
bases?®. Los SNPs son las variantes genéticas mas comunes encontradas en el
genoma humano. Consisten en el cambio de una sola base en el DNA y su
frecuencia es de 1 por cada 1000 pares de bases (Figura 16)32°. A cada variacién
presente en un gen se le denomina alelo. Dependiendo de sus frecuencias en la
poblacion, los SNPs se pueden clasificar en alelo ancestral (presente en mayor
frecuencia en una poblacién) y alelo variante (aquel que esta en menor frecuencia
en una poblacion).

Los SNPs estan intimamente relacionados con la susceptibilidad a varias
enfermedades y la respuesta a farmacos, debido a que los cambios que se
presentan pueden provocar, entre otras alteraciones, modificaciones en la
expresion génica. Los SNPs pueden alterar la correcta interaccién de los factores
de transcripcion con el DNA, lo cual impide o favorece el proceso de transcripcion.
La interaccion proteina-DNA puede ser débil o nula, lo que generaria una

deficiente transcripcidén y con ello una baja o ninguna producciéon de proteina, es
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decir, hay una baja o nula expresion génica. Por el contrario, la expresion génica
puede aumentar si la interaccion de los factores de transcripcion con el DNA se
hace mas fuerte en presencia de un SNP, de tal modo que el cambio de base

favorece el proceso de transcripcion y a su vez la produccion de proteina.

Figura 16. Representacion esquematica de un polimorfismo de un solo nucleétido. Tomada
y modificada de http://clinicalgate.com/genetics-and-genomics-in-critical-care/

Un ejemplo de esto lo descubrié Silverman ES et al. (2004) quienes determinaron
que el polimorfismo C-509T en el promotor del gen TGF-G1 se asocia a asma y la
presencia del alelo T (alelo variante) aumenta la unién del factor de transcripcion
YY1 (Yin Yang 1) al promotor de TGF-B1. Esto aumenta la expresion de TGF-81y
por consecuencia es posible que exista un incremento de la proteina TGF-31, la
cual participa en la remodelacion de vias aéreas y estimula la sintesis de matriz
extracelular provocando fibrosis34. En este trabajo estudiamos si los rs1800470,
rs3758391 y rs932658 modifican la union de proteinas reguladoras en los genes

TGF-B1y SIRT1.
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3.8.Desequilibrio de ligamiento
Las diferencias genéticas entre los individuos se deben principalmente al proceso
de recombinacion genética ocurrido durante la meiosis, debido al
entrecruzamiento de genes (“crossing over’) entre cromatides de cromosomas
homdlogos diferentes (Figura 17)?°. Inicialmente dentro de la célula se encuentran
los cromosomas homologos con cromatides hermanas idénticas, cada una de las
cuales posee los alelos A y B para un cromosoma vy los alelos a y b para el otro.
Sin embargo, después del entrecruzamiento hay un intercambio entre las
cromatides, lo que genera nuevas combinaciones de alelos para cada una. Una de
las cromatides del cromosoma 1 tiene los alelos A y B, mientras que la otra
cromatide tiene alelos a 'y B, y en el caso del cromosoma 2 se presentan los alelos

ay b para una cromatide y los alelos b y A para la segunda.

Figura 17. Entrecruzamiento durante la meiosis. El entrecruzamiento ocurre entre
cromatides de cromosomas homologos diferentes Tomada y modificada de McGraw Hill®.
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Al conjunto de alelos o SNPs cercanos entre si en un mismo cromosoma, se le
denomina haplotipo, y dado a que estan ligados, los alelos o SNPs, tienden a
heredarse juntos?® (Figura 17B). Por lo tanto, al estudiar un SNP contenido en un
haplotipo, es posible conocer el cambio de base (A, T, C, G) de los otros SNPs del
haplotipo. Cuando esto ocurre, se dice que los SNPs estan en desequilibrio de
ligamiento (LD, por sus siglas en inglés) puesto que el equilibrio durante el
entrecruzamiento solo se alcanza si éste se presenta de manera aleatoria®. La
medida mas comun para el LD entre dos SNPs es usando valores entre 0 a 1,
donde valores muy proximos a 1 representan un completo desequilibrio de
ligamiento (los SNPs se heredan juntos siempre). Por el contrario, valores mas
cercanos a 0 representan menor desequilibrio de ligamiento entre los dos
polimorfismos (los SNPs se segregan aleatoriamente).
De acuerdo con los GWAS, una gran cantidad de enfermedades, entre ellas la
DT2, se asocia con la presencia de SNPs*. Sin embargo, en la mayoria de los
casos, no existe la certeza sobre el efecto funcional de dichos SNPs, haciendo
necesario realizar estudios encaminados a descubrir el efecto funcional del
polimorfismos y si el SNP funcional es realmente el asociado o lo es algun SNP en
desequilibrio de ligamiento con éste.

3.9. TGF-B1
El gen TGF-B1 (factor de crecimiento transformante 1) humano se localiza en el
brazo corto del cromosoma 19 en la posicion 13.2 (19q13.2). Contiene 7 exones,
tiene una longitud de 17.52 Kb y es expresado en muchos tipos de células®®.
Este gen codifica para una proteina multifuncional, la TGF-B1, que es secretada

en forma latente (unida a una secuencia de aminoacidos, conocida como péptido
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asociado a la latencia o LAP) por linfocitos, monocitos, neutrofilos, eosindfilos,
macrofagos, epiteliales, fibroblastos y células epiteliales de vias aéreas, higado y
rindn entre otras. Una vez que TGF-31 se convierte en una proteina madura, al
separarse de LAP principalmente por protedlisis, participa en la regulacion de la
proliferacion, diferenciacion, crecimiento y apoptosis celular. Ademas puede
modular la expresion y activacion de otros factores de transcripcidon mediante la
sefalizacion conjunta con proteinas de la familia Smad y estimular la sintesis y
depésito de proteinas de matriz extracelular. También participa en el control del
sistema inmune y muestra diferentes actividades en varios tipos de células®.
Durante la sefalizacion con proteinas Smad, TGF-31 maduro se une directamente
al receptor Il (TBRII) para formar un complejo activo con el receptor | (TBRI). Este
complejo tetrameérico fosforila a las Smad 2 y 3 (R-Smads o activadas por el
receptor), las cuales se asocian con la Smad 4 (C-Smad o mediadora comun). El
nuevo complejo formado se transloca al nucleo donde funciona como un
coactivador transcripcional de genes de respuesta a TGF-f1. Las Smad 6 y 7 (I-
Smad o inhibitorias) pueden interactuar con TBRI-TBRII e impedir que se fosforilen
las R-Smad® (Figura 18). Esta sefalizacion de TGF-B1 es esencial para el
desarrollo fetal y el crecimiento de los islotes pancreaticos, regulacién de la
transcripcion del gen de insulina y presenta asociacion con cancer pancreatico®’-
40 Lin HM et al. (2009) a partir de experimentos con células INS-1, islotes
pancreaticos de raton, siRNA y sobreexpresion para Smad3, demostraron que la
senalizacion TGF-B/Smad3 reprime la transcripcidon de insulina, al reducir los
niveles de insulina y secrecion de insulina, sugiriendo de esta manera que una

inactivacién farmacolégica de la sefalizacion TGF-B/Smad3 podria ser util para
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mejorar la disfuncion de las células B durante la diabetes3®. Por su parte Suzuki T
et al. (2013) reportan que la inhibicion de la sefalizacion de TGF- reduce la
acumulacion nuclear de p27, una proteina inhibidora de cinasas que bloque la
entrada a la fase S del ciclo celular, y como resultado se promueve la proliferacion
de células p*.

Actualmente se conocen varios SNPs distribuidos tanto en las regiones intrénicas
y exonicas como en la region promotora de este gen, que se distribuyen en
diferentes poblaciones del mundo y se han asocian a algunas enfermedades, tales
como asma, cancer, hipertension arterial, ateroesclerosis, enfermedades
cardiovasculares, DT2, nefropatia diabética, entre otras'23442-46,

Entre los SNPs que se han asociado a ND vy algunas enfermedades
cardiovasculares en el gen TGF-B1 se encuentra el rs1800470 (también
denominado 869T/C o T29C en algunas investigaciones). Este SNP se localiza en
un sitio conservado ubicado en el primer exdn del gen y produce un cambio de la
base Citosina (alelo ancentral) por la base Timina (alelo variante). Debido a que se
encuentra en una region codificante, genera un cambio en el aminoacido que
corresponde al codon 10, de Prolina (Pro) por el aminoacido Leucina (Leu)*’.

Se ha reportado que una mayor expresion de TGF-1 influye en el desarrollo de la
hipertrofia renal y en la acumulacion de la matriz extracelular generando fibrosis,
de aqui su asociacién con la Nefropatia Diabética, una complicacion comun en
pacientes con DT27%48 Por su parte, la Unidad de Investigacion Médica en
Bioquimica localizada en el Hospital de Especialidades, “Dr. Bernardo Sepulveda
Gutiérrez”, en Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro

Social ha reportado en investigaciones previas con una poblacion de nifos
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mexicanos de 6 a 14 afios de edad, que la expresion de TGF-B1 es mayor en
aquellos nifios con el genotipo TT (2.0£0.2) en comparacion con los que presentan
el genotipo CC (1.1£0.2, p=0.003). Resultados similares se presentan en una
poblacion mexicana de adultos de 30 a 66 afos de edad, donde la presencia del
genotipo TT y alelo T en el genotipo CT del rs1800470 provocan un aumento
estadisticamente significativo de la expresion de TGF-B1 al comparar con el
genotipo CC (p=0.005 y p=0.047, respectivamente)'4-16.

Mou X et al. (2016) reportan que en una poblacion china los genotipos CC y CT
(rs1800470) presentan mayor susceptibilidad a ND2. En general, la mayoria de las
investigaciones arrojan que el alelo C y genotipos CC/CT se asocian a una
susceptibilidad para complicaciones de DT2 como es la ND en asiaticos,
caucasicos y africanos, mientras que el alelo T y genotipo TT resultan ser
protectores®1146, Los resultados de Valladares A et al. (2010) para una poblacién

Mexicana, sugirieren que el alelo T (869 T>C) confiere proteccién contra ND'2.

Figura 18. Sefalizacion TGF-p1/Smads. Tomada de Peralta O et al. (2011)*°.
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3.10. SIRT1

El gen SIRT1 se localiza en el cromosoma 10 y codifica para una proteina
homologa a la proteina Sir2 de levadura. La proteina SIRT1 es una de las siete
sirtuinas de los mamiferos que funciona como una deacetilasa dependiente de
NAD* sobre factores de transcripcion, proteinas co-reguladoras transcripcionales,
e histonas. Participa en una amplia variedad de funciones celulares, como
diferenciacion y proliferacion celular, biogénesis mitocondrial, resistencia al estrés,
apoptosis, el metabolismo energético y silenciamiento de la cromatina. Algunos de
los procesos que modula SIRT1 en diferentes érganos son el metabolismo
hepatico, la glucdlisis, la gluconeogénesis, la secrecion de insulina y la
acumulacién de grasa en tejido adiposo®®'. En las mitocondrias de las células B
pancreaticas, la proteina UPC2 se encarga de controlar el desacoplamiento
metabdlico al disminuir el ATP en la célula, lo que genera una disminucién en la
secrecion de insulina. Sin embargo, en presencia de la desacetilasa SIRT1 la
expresion de UPC?2 es reprimida provocando un mejoramiento de la secrecion de
insulina y de la tolerancia a la glucosa'352.%3,

Wang RH et al. (2011) encontraron que Sirt1 regula positivamente la transcripciéon
del gen que codifica a Rictor (componente del complejo mTorc2),
desencadenando una cascada de fosforilacion de Akt y Foxo1, y por consecuencia
una disminucién de la transcripcion de genes que participan en la gluconeogénesis
como Gé6pase (glucosa-6-fosfatasa) y Pepck (fosfoenolpiruvato carboxiquinasa).
Por lo tanto, una deficiencia de SIRT1 en higado, causaria la sobreproduccién de
glucosa hepatica e hiperglucemia crénica que podria conducir a la resistencia a la

insulina®. Por otro lado, Picard F et al. (2004) reportan que la sobreexpresion de

36



Sirt1 atenua la adipogénesis debido a que Sirt1 se une a PPAR-y, provocando la
represion de genes controlados por PPAR-y y necesarios para que se lleve a cabo
la diferenciacion de los adipocitos®°.

Debido a esto, SIRT1 estd implicada en la prevencion de enfermedades
relacionadas con la edad entre las que destacan la sarcopenia, Alzheimer,
enfermedades cardiovasculares y DT217:56-59,

SIRT1 desempefia una importante funcion en el desarrollo del pancreas y
formacion de células B, ya que Wang RH et al. (2013) demostraron que SIRT1
regula positivamente la transcripcion de PDX1, esencial en la formacién de
pancreas embrionario®.

Como cualquier gen, en la secuencia de SIRT1 se pueden encontrar SNPs, uno
de ellos es el rs3758391 que se encuentra en la region promotora del gen y
produce el cambio de base Timina (alelo ancestral) por Citosina (alelo variante)*’.
Dado que este SNP se localiza en la region promotora, las funciones de SIRT1
como regulador de la gluconeogénesis y la secrecion de insulina podrian verse
alteradas. En la UIMB del Hospital de Especialidades, “Dr. Bernardo Sepulveda
Gutiérrez”, en C.M.N Siglo XXI del IMSS, se reporté que en una poblacién de
ninos mexicanos de 6 a 14 afos de edad, el genotipo TT del rs3758391 provoca
un aumento en la expresion de SIRT1 (1.99+0.68) comparado con el genotipo CC
(p=0.02)'* 15, En la misma unidad se demostré que en una poblacién mexicana de
adultos de 30 a 66 afnos de edad, la expresion de SIRT1 se eleva con la
presencia del genotipo TT comparado contra el genotipo CC (p=0.001)"6. Hu Y et

al. (2015) también han reportado que la expresién SIRT1 es significativamente
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mas elevada con el genotipo TT que con los genotipos TC y CC en pacientes
sanos de origen asiatico'”.

El rs3758391 se encuentra en desequilibrio de ligamiento con algunos otros SNPs,
a los cuales no se les ha atribuido una asociacion con las enfermedades antes
mencionadas. Sin embargo, evaluar el efecto que tiene sobre la expresion génica
la presencia de los SNPs en desequilibrio de ligamiento con el rs3758391,
ayudaria a identificar si alguno de ellos es el SNP funcional que es responsable de
la asociacion descrita entre el rs3758391 y la DT2.

El rs932658 esta ubicado a 209 pb rio arriba de SIRT1 y en un sitio conservado
con una secuencia de bases que sugiere que es un sitio de unién proteinas-DNA.
Este SNP produce un cambio de Guanina (alelo ancestral) por Timina (alelo
variante)*’. La presencia de dicho SNP se ha asociado a Hernia inguinal y a la
enfermedad del Parkinson®162,

Las variaciones en los niveles de expresion por la presencia de los SNPs son
bastante evidentes segun las investigaciones ya mencionadas, sin embargo, los
mecanismos por los cuales se llevan a cabo dichas modificaciones no han sido del
todo estudiados. Dado que estos mecanismos permitirian conocer mas a fondo la
fisiopatologia de la DT2, en el presente trabajo se busca conocer el efecto que
tiene la presencia de los SNPs en la interaccion de proteinas reguladoras de la
transcripcion, paso que influye en gran medida en la regulacion de la expresion

génica.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las ultimas décadas la prevalencia de enfermedades créonicas como la
obesidad y DT2 ha ido en aumento, esto es debido a cambios en el estilo de vida
de las personas y a la predisposicion genética. Los habitos alimenticios, la edad, el
sedentarismo y los factores genéticos, dentro de los cuales destacan los SNPs,
tienen un impacto en la susceptibilidad de los individuos a padecer ciertas
enfermedades (enfermedades multifactoriales), debido a que este cambio en el
DNA pueden provocar, entre otras alteraciones, modificaciones en la expresion
geénica.

Hoy en dia existen en el mundo varias enfermedades consideradas
multifactoriales, entre ellas estan el Alzheimer, asma, cancer, enfermedades
cardiovasculares, hipertension arterial y DT2. La DT2 se ha convertido en una
enfermedad comun en el mundo siendo México y Estados Unidos dos de los
paises con una mayor incidencia de nuevos casos. A pesar de que hasta la fecha
existen varios farmacos para controlarla, la DT2 es un padecimiento que ha
cobrado muchas vidas durante los ultimos afios debido a las complicaciones que
ésta conlleva.

La susceptibilidad a padecer DT2 aumenta con la presencia de SNPs de riesgo en
varios genes ya identificados. Generalmente la asociacion de la enfermedad con
estos SNPs se confirma a través de modificaciones en la expresién génica, entre
las que destacan alteraciones en los niveles de expresion de ciertos genes en
presencia del alelo variante. Sin embargo, no existe la certeza de que el SNP
asociado sea realmente el causal de dichas modificaciones, ya que en la mayoria

de los casos, los SNPs asociados estan en desequilibrio de ligamiento con otros
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SNPs. Por lo tanto, éstos tienen la posibilidad de ser los SNPs causales o
funcionales. Esto hace que la DT2 se convierta en una enfermedad aun mas
interesante para seguir evaluando los mecanismos responsables de su aparicion.

Investigaciones en la UIMB del Hospital de Especialidades, “Dr. Bernardo
Sepulveda Gutiéerrez”, en C.M.N Siglo XXI del IMSS y en otras partes del mundo,
indican que la presencia del alelo variante T del rs1800470 en TGF-B1y el alelo T
del rs3758391 en SIRT1, generan un aumento de la expresion de estos genes en
pacientes con DT2. Retomando estos hallazgos y considerando que la unién de
proteinas al DNA es un paso clave durante la regulacién de la expresién génica,
en el presente trabajo se planted la siguiente pregunta de investigacion el
cambio de base del polimorfismo rs1800470 del gen TGF-B1 vy, rs3758391 y

rs932658 del gen SIRT1, alteran la unién proteina-DNA?.
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5. HIPOTESIS
La presencia de los rs1800470 y rs3758391 genera modificaciones en los niveles
de expresion de TGF-B1 y SIRT1, por lo que suponemos que el cambio de base
de estos SNPs y el rs932658 en desequilibrio de ligamiento con el rs3758391
modificara positiva y/o negativamente la union de proteinas al DNA.

6. OBJETIVOS

6.1.Objetivo General
Determinar si los polimorfismos rs1800470 del gen TGFB71 vy, rs3758391 vy
rs932658 del gen SIRT1 se localizan en sitios de union de proteinas nucleares y
evaluar si los cambios de nucleédtidos alteran la union de proteina-DNA.

6.2. Objetivos especificos

Disefiar oligonucleétidos de doble cadena que contengan los alelos Cy T

para el rs1800470, Ty C para el rs3758391 y Gy T para el rs932658.

- Verificar la expresion de los genes TGF-81 y SIRT1 en la linea celular
BxPC-3 mediante PCR de punto final.

- Extraer proteinas nucleares a partir de la linea celular de adenocarcinoma
pancreatico BxPC-3.

- Determinar si los polimorfismos rs1800470 del gen TGF-81 y, rs3758391 y

rs932658 del gen SIRT1 se localizan en sitios de unién proteina-DNA e

identificar si el alelo de riesgo favorece o inhibe esta unién utilizando la

técnica de Ensayo de Cambio en la Movilidad Electroforética (EMSA, por

sus siglas en inglés).
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7. MATERIALES Y METODOS

Interaccion
Proteinas-DNA

Cultivo de células de
adenocarcinoma
pancreatico (BxPC-3)

Disefio de
oligonucledtidos

ha Extraccion de
Siaieele ez R proteinas nucleares

e N\ )
Ensayo de Cambio en
la Movilidad
Electroforética
(EMSA)

Sintesis de cDNA

4 N\

Expresion de TGF-G1
y SIRT1 por PCR

7.1. Material Biol6gico
Para los cultivos celulares se utilizé la linea celular BxPC-3 (ATCC CRL-1687).
Estas son células adherentes de adenocarcinoma pancreético y de morfologia
epitelial, provenientes de una mujer caucasica de 61 anos de edad (Figura 19). Se
propagaron en cajas de Petri de 100 x 15 mm, en medio RPMI-1640 (ATCC 30-

2001) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB ATCC 30-2020) y 1%
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de Penicilina-Estreptomicina (Gibco), se incubaron a 37°C en una

atmosfera de CO2 al 5%.

Figura 19. Morfologia de células BxPC-3 de adenocarcinoma pancreatico.
Baja densidad células (a la izquierda) y alta densidad de células

(a la derecha).

Tomada de https://www.atcc.org/Products/All/CRL-1687.aspx#characteristics

7.2.Extraccion de RNA
A partir de una caja P-100 al 80% de confluencia de células BxPC-3 se realiz6 la
extraccion de RNA, para la cual se rasparon y resuspendieron las células en 4 mL
de “Tripure Isolation Reagent” (Roche). El volumen total se dividié en 5 tubos
microtubos de 1.5 mL. Posteriormente, se agregaron 160 pL de cloroformo a cada
tubo y se homogenizaron en el vortex. EI RNA se separd por centrifugacion a
12,000 xg por 15 minutos a 4°C y se tomé la fase acuosa (fase superior). El RNA
se precipitd con isopropanol (relacion 1:1) y se incub6 a -70°C durante 1 hora, y se
purific6 mediante lavados con etanol al 75%. El pellet obtenido por centrifugacion
a 7,500 xg por 5 minutos a 4°C se dej6 secar al aire y se resuspendi6 en 40 yL de

agua DEPC. Se repitio el proceso de extracciéon con 500 pL de Tripure, 100 yL de
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cloroformo, isopropanol (relacién 1:1) y 15 pyL de acetato de amonio, esta vez
incubando a -70°C durante una noche vy el pellet se resuspendié en 90 uL de agua
DEPC.
La pureza y concentracion se determind por espectrofotometria calculando la
relacion 260nm/280nm y 260nm/230nm en el espectrofotometro EPOCH (BioTek),
mientras que la integridad se evalud por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
teflido con bromuro de etidio.

7.3. Tratamiento con DNAsa
Los residuos de DNA en el RNA obtenido, se eliminaron mediante el tratamiento
con la endonucleasa DNAsa del Kit “Thermo Scientific DNAse molecular biology”
(Thermo Fisher Scientific). El tratamiento consistié en adicionar 1uL de Buffer 10X,
1 U de DNAsa y 4.8 yL de agua DEPC a 1 yg de RNA. La mezcla se incubo 30
minutos a 37°C en un termociclador marca Axygen Maxygen, posteriormente se
adicioné 1 yL de EDTA 50 mM y se incubé a 65°C durante 10 minutos en el
termociclador para inactivar a la enzima.
Para comprobar la efectividad del tratamiento con DNAsa, se realizé una reacciéon
en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final con el Kit “Platinum Tag DNA
Polymerase” (Invitrogen). El volumen de la mezcla para la reaccion de PCR fue de
25 L, conteniendo 2.5 puL de PCR buffer 10X, 0.5 pyL de dNTPs mix 10mM, 0.75
uL de MgClz 50 mM, 03 pM del iniciador sentido (%
ACAGGTTGCGGGAATCCAAA 3’), 0.05 pM del iniciador antisentido (%’
GTTCATCAGCTGGGCACCTA 3), 14.75 uL de agua DEPC, 0.5 uL de Plat Taq

DNA Polimerasa (dilucion 1:5) y 1 uL del RNA tratado con DNAsa. Las
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condiciones de reaccion se llevaron a cabo en un termociclador marca Axygen

Maxygen de acuerdo con la Tabla 3. Los productos obtenidos se almacenaron a

-20°C.
# ciclos 1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
Etapa Incubacion | Desnaturalizacion A.l ineacion o Amplificacion | Enfriamiento
iniciadores
Temperatura 94 °C 94 °C 60°C 72°C 4°C
Tiempo 1:30 min 30 seg 30 seg 30 seg 0

Tabla 3. Condiciones de PCR de punto final. Las abreviaturas min=minutos y seg=segundos

7.4.Sintesis de cDNA

El mRNA tratado con DNAsa se sometid a la técnica de transcriptasa inversa-PCR

(RT-PCR) para la obtencion de cadenas de cDNA usando el Kit “High Capacity

cDNA Reverse Transcription” (Applied biosystems). La mezcla de reaccion de

PCR fue de 20 uL, conteniendo 2 uL de bufer RT 10X, 0.8 yL de dNTPs mix 100

mM, 2 pL de iniciadores aleatorios 10X, 1 yL de Transcriptasa Reversa, 4.2 pL de

agua DEPC y 10 uL de RNA tratado con DNAsa. Las condiciones de reaccion de

la Tabla 4 se llevaron a cabo en un termociclador marca Axygen Maxygen.

Posteriormente los productos obtenidos se almacenaron a -20°C. Una vez

obtenido el cDNA, se realizé6 una PCR de punto final para evaluar la expresion de

los genes a estudiar.

Condiciones Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3
Temperatura 25°C 37 °C 4°C
Tiempo 10 min 120 min o0

Tabla 4. Condiciones para sintesis de cDNA.
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7.5.Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final

Para corroborar la expresiéon de los genes a estudiar se llevo a cabo una PCR de
punto final utilizando las condiciones de la Tabla 3 e iniciadores correspondientes
a cada gen. Para TGF-81 se emple6 el iniciador sentido 0.3 pM (5
GCTGAGGTATCGCCAGGAAT 3) y el iniciador antisentido 0.9 uM (5
TACCTGAACCCGTGTTGCTC 3'), para SIRT1 el iniciador sentido 0.3 uM (5
ACAGGTTGCGGGAATCCAAA 3) vy el iniciador antisentdo 0.05 pM (5
GTTCATCAGCTGGGCACCTA 3’), y para el gen de referencia, PGK1, se
utilizaron iniciadores 0.3 uM (sentido 5 CAAGAAGTATGCTGAGGCTGTCA 3’y
antisentido 5 CAAATACCCCCACAGGACCAT 3)).

Los productos de amplificacién de PCR se analizaron mediante geles de agarosa
al 3 %, tefidos con bromuro de etidio.

7.6.Diseno de oligonucledétidos de doble cadena

Investigaciones previas en la UIMB indican que existe un aumento de la expresién
de TGF-B1 y SIRT1 asociada a la presencia de los polimorfismos rs1800470 y
rs3758391, respectivamente. Mediante un analisis in silico empleando el software
de “HaploReg v4.1-Broad Institute”®® se determind que el rs1800470 se encuentra
en un sitio conservado, con posibilidad de uniéon a 4 proteinas y se ubica en una
region codificante, el rs3758391 no esta en un sitio conservado, no presenta
proteinas de unién y se encuentra a 1.1 Kb del sitio de inicio de la transcripcion, y
el rs932658 esta en un sitio conservado, con 23 proteinas de unién, se ubica a
209 pares de bases del sitio de inicio de la transcripcion y ademas esta en

desequilibrio de ligamiento con el rs3758391 (LD=1, también representado como
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D’). Por lo que se disefiaron oligonucleétidos de doble cadena que contenian a
estos SNP. Estos oligonucleétidos se usaron en los ensayos EMSA.

Utilizando la secuencia reportada en NCBI se comenzé el diseio de
oligonucledtidos de doble cadena que contenian en su secuencia el alelo ancestral
y con el alelo variante de los SNPs de estudio. Para seleccionar la region a
sintetizar y numero de pares de base se utilizd la base de datos de “Regulatory
motifs altered de HaploReg v4.1-Broad Institute”. Esta contiene una lista que
muestra sitios potenciales de unién de proteinas a DNA. El numero de pares de
bases para el disefio de los oligonucleétidos se eligio de tal manera que se
abarcaron las posibles regiones de unién de cualquiera de las proteinas
enlistadas. A partir de esto se disefaron oligonucledtidos de 32 pares de bases
para el rs1800470, 27 pares de bases para el r3758391 y 32 pares de bases para

el rs932658 (Tabla 5).

Gen SNP Secuencia de olig_]onucleétido

5' GATCTACCA[T/CIGGGTTATATGGGTCCTT 3'

SIRTT | rs3758391 | 31 CTAGATGGTIA/GICCCAATATACCCAGGAA 5

5' CGGCGGCCGGCGGCCCT[G/TICCTCTTTGTGGCGA 3'

SIRTT | 15932658 | 3 GCCGCCGGCCGCCGGGAIC/AIGGAGAAACACCGCT 5

] 5 GCTGCGGCTGCTGC[C/TIGCTGCTGCTACCGCTGC 3
TGF-B1 | rs1800470 | 5 oG ACGCCGACGACG[G/AICGACGACGATGGCGACE 5'

Tabla 5. Secuencia de oligonucledtidos. Se muestra la secuencia de los oligonucleétidos de DNA
disefiados con el alelo ancestral/alelo variante de cada SNP estudiado.

Se solicitaron oligonucledtidos biotilinados en el extremo 5’ de una hebra de la
cadena de DNA vy oligonucledtidos no biotilinados para ser empleados con el Kit
“LightShift Chemiluminescent EMSA” (Pierce/ Thermo Fisher Scientific) durante el

Ensayo de Cambio en la Movilidad Electroforética (EMSA).
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7.7. Alineacién de oligonucleétidos
Los oligonucleétidos biotilinados y no biotilinados se prepararon con un buffer de
alineamiento de pH 7.5-8.0 que contenia Tris 10 mM, NaCl 50 mM y EDTA 1 mM.
Se sometieron a un proceso de alineacion en el termociclador marca Axygen
Maxyge donde se calentaron a 95°C durante 2 minutos. Posteriormente, se
disminuy6é gradualmente la temperatura durante 45 minutos hasta alcanzar los
25°C. Se prepararon alicuotas y se almacenaron a - 20°C hasta su uso.
7.8. Extraccion de proteinas nucleares

Para la extraccion de proteinas nucleares se empled el Kit “NE-PER Nuclear and
Citoplasmic Extraction Reagents” (Thermo Fisher Scientific).

Cuando las células BxPC-3 llegaron a una confluencia del 80% se cosecharon con
500 pL de Tripsina-EDTA 0.25%/500 pyL de PBS 1X (Gibco, Novex) y se contaron
en una camara de Neubauer mediante la técnica de exclusién con una solucién de
Azul de Tripan 0.4% (Gibco). Unicamente 2x10° células se transfirieron a un
microtubo de 1.5 mL y se centrifuraron a 500 xg por 2-3 minutos, se aspir6 el
sobrenadante, dejando el pellet lo mas seco posible, enseguida se adicionaron
200 uL de CER I frio (con inhibidor de proteasa), se vortexe6 por 15 segundos y
se incubo6 en hielo durante 10 minutos. Posteriormente se adicionaron 11 yL de
CER Il frio, se vortexed por 5 segundos, se incubd en hielo por 1 minuto, se volvio
a vortexear por 5 segundos y se centrifugd a 16.000 xg durante 5 minutos para
obtener el extracto citoplasmico (sobrenadante), el cual se almacen6 a -70°C. Por
otro lado, el pellet obtenido se resuspendié en 100 uL de NER frio (con inhibidor
de proteasa), se coloco en hielo y se continué vortexeando durante 15 segundos

cada 10 minutos hasta un total de 40 minutos. Posteriormente se centrifugd a

48



16.000 xg por 10 minutos y se separo el extracto nuclear (sobrenadante) en un

microtubo pre-enfriado y limpio, y se almacené a -70°C.

7.9. Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford

Las proteinas nucleares fueron cuantificadas por el

método de Bradford,

empleando para ello una curva estandar con Albumina de Suero Bovino (BSA, por

sus siglas en inglés).

e Reactivo de Bradford: Contenia 100 mg de azul brillante de Coomasie, 50

mL de etanol al 95%, 100 mL de acido fosférico concentrado en un volumen

final de 200 mL con agua destilada.

e Curva estandar: Se prepar6 con las condiciones de la Tabla. 6, se incubd

durante 5 minutos con el reactivo de Bradford y enseguida se leyo la

absorbancia a 595 nm en el espectrofotdmetro Perkin Elmer. La curva

estandar se realizé por duplicado y del promedio resultante se extrapolo la

absorbancia obtenida de las muestras problema.

Tubo

BSA (pg/pL)

Reactivo de
Bradford (mL)

0

5

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

O INOO B[O DN|=

0.14

(O RNO RO RN NS RES R NS ]

Tabla 6. Curva estandar con Albumina de Suero Bovino. Cada uno de los tubos se preparé

a un volumen de 100 pL con la soluciéon de Albumina de Suero Bovino (1mg/mL) y agua

destilada.
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Muestra problema: Se prepardé una dilucion 1:5 de la muestra de proteinas
extraidas (10 pL de proteinas + 40 yL de agua destilada), a 20 uL de la dilucién se
le adicionaron 80 pL de agua destilada y 5 mL del reactivo de Bradford. Se incubd
5 minutos y se leyo la absorbancia a 595nm.

7.10. Ensayo de Cambio en la Movilidad Electroforética (EMSA)
Para determinar si hay una interaccion de las proteinas nucleares con el DNA, los
extractos nucleares obtenidos y los oligonucleétidos biotinilados y no biotinilados
se sometieron a un Ensayo de Cambio en la Movilidad Electroforética (EMSA) con
el Kit “LightShift Chemiluminescent EMSA” (Pierce/ Thermo Fisher Scientific).

7.10.1. Gel de poliacrilamida

Se prepararon geles de poliacrilamida al 4%, para lo cual se colocaron 600 pL de
Acrilamida/Bisacrilamida (29:1, Sigma Aldrich) en un vial de 10 mL, posteriormente
se adicionaron 4158 pL de agua estéril, 1.2 mL de TBE 5X (Novex) y 42 yL de
Persulfato de Amonio al 10% (Sigma Aldrich). Para acelerar la polimerizacion de la
solucion del gel de poliacrilamida, se resuspendieron 2.1 pL de
tetrametiletilendiamina (Sigma Aldrich) en la solucién anterior y enseguida se
colocé entre los vidrios montados en el soporte espaciador, se colocé el peine y se
espero a que el gel polimerizara completamente.
Una vez polimerizado se retir6 el peine con el mayor cuidado posible, los vidrios
con el gel se ensamblaron en el soporte de electrodos y se colocaron dentro de la
camara de electroforesis vertical. El espacio interno y externo de los electrodos se
llené con TBE 0.5X hasta que los pozos quedaron sumergidos en el buffer. Los
pozos se lavaron con mucho cuidado con el TBE 0.5X contenido en la camara de

electroforesis.

50



7.10.2. Preparaciéon de reacciones de unién

Se prepararon las reacciones de unién para el Sistema Control EBNA (Kit Light
Shift EMSA Optimization and Control, Tabla 7) y el Sistema de Prueba (con
extractos de proteinas nucleares extraidos, Tabla 8) empleando Ilos
oligonucledtidos con el alelo ancestral y el alelo variante de cada SNP, se dejaron

incubar 20 minutos para posteriormente adicionar 5 pL del buffer de carga 5X.

Reacciones control
Componentes ConcFeirrl]tarlamon #1 #2 #3

Agua DEPC -—- 12uL 11uL 9uL
Buffer de unién 10X 1X 2uL 2uL 2uL
Glicerol 50% 2.5% 1ulL 1uL 1uL
MgCl2 100 mM 5 mM 1uL 1uL 1uL
Poly (dI-dC) 1 pg/pL 50 ng/uL 1uL 1uL 1uL
NP-40 1% 0.05% 1uL 1uL 1uL
DNA EBNA No Biotilinado 4 pmol - - 2uL
Extracto EBNA 1 Unit - 1uL 1uL
DNA EBNA Control

Biotilinado 20 fmol 2uL 2uL 2uL
Volumen Total - 20uL 20uL 20uL

Tabla 7. Reacciones de unién para el Sistema Control EBNA.

Reacciones de Prueba
Componentes Concl:eir;]’g?mon #1 #2 #3

Agua DEPC - 8uL 55uL | 3.5uL
Buffer de unién 10X 1X 2uL 2uL 2uL
Poly (dI-dC) 1 ug/uL 50 ng/uL 1uL 1uL 1uL
Glicerol 50% 2.5% 1uL 1uL 1uL
NP-40 1% 0.05% 1uL 1uL 1uL
DNA No Biotilinado 4 pmol - --- 2uL

Proteina nuclear de BxPcC-3 3 ug --- 2.5uL 2.5uL
DNA Biotilinado 20 fmol 2uL 2uL 2uL
Volumen Total - 15uL 15uL 15uL

Tabla 8. Reacciones de unién para el Sistema de Prueba.
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7.10.3. Electroforesis

Se realiz6 una pre-corrida del gel durante 30-40 minutos y los pozos se volvieron a
lavar una vez concluida ésta. Posteriormente los pozos se cargaron con las
reacciones de union preparadas y se dejaran correr a 100 V hasta que el colorante
azul de bromofenol del buffer de carga migré aproximadamente 2/3 a 3/4 abajo de
la longitud del gel. Enseguida se realiz6 la transferencia electroforética a
membranas de nylon Biodyne B Pre-cortadas de 0.45 ym (Thermo Scientific) a
380 mA durante 30 minutos. La membrana de nylon se sometid a
entrecruzamiento en el transiluminador Gel Doc 2000 (Bio Rad) durante 2:50
minutos y se guardd en un recipiente de plastico.

Al dia siguiente se llevo a cabo la deteccion de DNA marcado con biotina por
quimioluminiscencia utilizando el “Chemiluminescent Nucleic Acid Detection
Module” (incluido en el Kit) para observar la unién de proteina-DNA. La membrana
se incubd 15 minutos con buffer de bloqueo, después se incubd 15 minutos con
buffer de bloqueo/estreptavidina-peroxidasa de rabano picante, se realizaron
cinco lavados de 5 minutos cada uno, con buffer de lavado 1X y se incubd
después durante 5 minutos con buffer de equilibrio. Enseguida, la superficie de la
membrana se cubrié con la soluciéon de Luminol y peréxido estable, dejandola
incubar por 2 minutos. Finalmente la membrana se revel6 en el equipo Fusion Fx
(Vilber Lourmat), la membrana se coloco sobre la superficie superior y se observo
mediante el software Fusion con 50 segundos de exposicion para el rs1800470, 60
segundos para el rs3758391 y 30 segundos de exposicion para el rs932658.

Cada EMSA se realizé por triplicado para cada uno de los SNPs de estudio.
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8. RESULTADOS

8.1.Expresion de SIRT1y TGF-B1
Para corroborar la expresion de los genes de estudio en la linea celular BxPC-3 se
realizo la extraccion de RNA a partir de dos cajas de cultivos celulares. De cada
caja se obtuvieron dos microtubos de RNA con las concentraciones y pureza
representadas en la Tabla 9. La relacién 260/230 nm indica la pureza del RNA
frente a contaminantes como fenol, tiocianato de guanidina y algunas otras
sustancias contenidas en los reactivos empleados durante la extraccion. Por otro
lado, la relacién 260/280 nm se relaciona a la pureza del RNA con respecto a la
contaminacion con proteinas, ya que las proteinas absorben energia,
principalmente, a una longitud de onda de 280 nm. La presencia de proteinas hace
disminuir la relacién, por lo que valores menores a 1.7 indican una cantidad alta de
proteinas en la muestra y valores mayores a 2.0 sugieren rotura de las cadenas de
RNA.
En el caso del RNA que se extrajo, la relacion 260/230 nm para las muestras se
encuentran ligeramente arriba del rango permitido. Sin embargo, la relacidén

260/280 nm indica un alto grado de pureza del RNA. La concentracion obtenida de

cada muestra fue la adecuada para realizar los experimentos planeados (Tabla 9).

Muestra | Relacion 260/230 nm | Relacion 260/280 nm | Concentracién (ng/pL)
1 2.5 2.0 311
2 2.3 2.0 324
3 2.4 2.1 367
4 2.5 2.0 305

Tabla 9. Caracteristicas del RNA extraido. La pureza (relacién 260/230 nm y 260/280 nm) y
concentracion (ng/uL) del RNA extraido a partir de cultivos de células BxPC-3 se determinaron por
espectrofotometria.
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La integridad del RNA se corroboré mediante un gel de agarosa al 0.8% (Figura
20) donde se observan claramente las dos subunidades ribosomales (28S y 18S)

de cada una de las muestras indicando un RNA de muy buena calidad.

288——>

18 —>

Caja 1 Caja 2
Figura 20. Integridad del RNA. Electroforesis del

5’;9 de las células BxPC-3 en gel de agarosa al

Se realiz6 el tratami.enot.o con DNAsa a partir de 1 pg y 600 ng de RNA. La
eficiencia del tratamiento con DNAsa se verifico mediante PCR de punto final. Los
productos de amplificacion se corrieron a 80 V durante 35 minutos en un gel de
agarosa al 3% (Figura 21). No se observé amplificacion de las muestras tratadas
con DNAsa, lo que indica que el tratamiento fue suficiente para eliminar residuos
de DNA para ambas cantidades de RNA.

Se realizo la sintesis de cDNA y posteriormente se corroboré la expresion de los
genes SIRT1 y TGF-B1 mediante PCR de punto final utilizando como control
positivo el gen PGK1. En la Figura 22 se observan los productos de amplificacion
esperados. Para SIRT1 se obtuvieron productos de amplificacion de 155 pb, para
TGF-B1 los productos fueron de 119 pb y para PGK1 de 68 pb, por lo tanto se

corroboré que las células BxPC-3 que se emplearon en este estudio expresan a

SIRT1y TGF-B1.
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Figura 21. Tratamiento con DNAsa. Electroforesis en

gel de agarosa al 3% de los productos de amplificacion
por PCR.
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Figura 22. Expresion de SIRT1y TGF-G1. Electroforesis en gel
de agarosa al 3% de los productos de amplificacion por PCR
para verificar expresion de SIRT1, TGF-81. PGK1 se empled
como control para la reaccion de amplificacion.
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8.2. Proteinas nucleares de células BxPC-3
Las proteinas nucleares obtenidas de las células BxPC-3 mediante la extraccion
con el Kit “NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents” (Thermo Fisher
Scientific) se cuantificaron con el método de Bradford. En la Tabla 10 se muestran
los valores de absorbancia obtenidos por espectrofotometria de la curva estandar
con albumina de suero bovino. Estos resultados se graficaron y se realiz6 una
regresion lineal (Figura 23) que se utiliz6 para interpolar y obtener la concentraciéon

de la muestra de proteinas nucleares extraidas.

Tubo | BSA (ug/uL) | Absorbancia
1 0 0.046
2 0.02 0.099
3 0.04 0.131
4 0.06 0.156
5 0.08 0.183
6 0.10 0.212
7 0.12 0.241
8 0.14 0.215

Tabla 10. Absorbancias de la curva estandar con Albumina de Suero Bovino

En la Figura 23 se muestra la grafica de la curva estandar (absorbancia vs BSA).
De la ecuacion de la recta obtenida se despejoé x para obtener la concentracién de
la muestra, la cual resulté en 0.049 ug/uL de proteina. Este resultado se multiplicé
por 25, dado que el factor de dilucion para preparar la muestra fue de 1:25. Por lo
tanto, la concentracion de la muestra de proteinas nucleares extraidas de las

células BxPC-3 fue de 1.23 ug/pL (Tabla 11).
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Figura 23. Regresién lineal de la curva estandar de Albumina de Suero Bovino.

Proteina Nuclear

Concentracion

BxPC-3

1.23 pg/uL

Tabla 11. Concentracién de la proteina nuclear de las células BxPC-3

8.3.0Oligonucleétidos de DNA

Los oligonucledtidos de DNA biotilinado y no biotilinado se sometieron al protocolo

de alineacién y posteriormente se corrieron en geles de agarosa al 4% a 80V

durante 35 minutos para corroborar el alineamiento de las dos hebras. En la

Figura 24 se muestran el corrimiento de 15 pmoles de los oligonucledtidos

biotilinado para cada uno de los alelos (ancestral y variante) de cada SNP.

Mientras que en la Figura 25 se observan 30 pmoles de los oligonucleétidos no

biotilinados. En todos los casos se observo la banda correspondiente al DNA de

doble cadena.
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32 pb
27 Bb

Figura 24. Oligonucledtidos de DNA biotilinados. Electroforesis en
gel de agarosa al 4% de oligonucleétidos de DNA biotilinados.
Alelo ancestral (A), alelo variante (V).
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27pb —S +——32pb

.

Vrs18004
Ars37583
Vrs37583
Ars93265

Figura 25. Oligoucleétidos de DNA no biotilinados. Electroforesis en
gel de agarosa al 4% de oligonucleétidos de DNA no biotilinados.
Alelo ancestral (A), alelo variante (V).

8.4.Ensayo de Cambio de Movilidad Electroforética (EMSA)
Con la finalidad de determinar la posible interaccion de proteinas con las regiones
del DNA donde se localizan los SNPs rs1800470, rs3758391 y rs932658, los
extractos de proteinas nucleares obtenidos y los oligonucleétidos biotinilado y no
biotinilado de cada SNP se sometieron a un Ensayo de Cambio en la Movilidad

Electroforética (EMSA) con el Kit “LightShift Chemiluminescent EMSA” (Pierce/
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Thermo Fisher Scientific). En este ensayo, la interaccion de proteinas con el DNA
se observara con un corrimiento mas lento entre los complejos proteina-DNA
respecto al DNA libre.

En todos los ensayos se incluyo el Sistema Control del Kit y el Sistema de Prueba.
Este ultimo contiene las reacciones de union entre las proteinas nucleares de
BxPC-3 con los oligonucleotidos del alelo ancestral (A) y del alelo variante (V) de
cada SNP estudiado (rs1800470, rs3758391 y rs932658).

En la Figura 26 se muestra la membrana con las reacciones correspondientes al
EMSA empleando los oligonucleétidos con los dos alelos del rs1800470 del gen
TGF-B1. No se observd ningun cambio de movilidad en los carriles que contenian
la mezcla proteinas-DNA biotilinado, por lo que concluimos que no hubo una unién
de las proteinas nucleares de las células BxPC-3 en presencia del alelo ancestral
ni en presencia del alelo variante. En los carriles correspondientes el Sistema
Control del kit se observd la distribucion esperada de las bandas, lo cual
corresponde a lo predicho en el protocolo del Kit “LightShift Chemiluminescent
EMSA” (Thermo Fisher Scientific) en el Anexo 2.

Se obtuvieron resultados muy similares con los dos alelos del rs3758391 del gen
SIRT1. En la Figura 27 se aprecia una sola banda para todas las reacciones del
Sistema de Prueba, es decir, no existe union de proteinas nucleares a este
fragmento de DNA ni con el alelo ancestral, ni con el alelo variante. Por su parte,
en la membrana de la Figura 28 para el rs932658 del gen SIRT1 también se
observd que no hay unién de proteinas a los alelos de este SNP, unicamente se

ve el corrimiento del oligonucledtido biotilinado.
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Sistema control Sistema de Prueba

l Ars1800470 Vrs1800470
\
DNA No Bt - - + - - + - - +
Proteina Nuclear - + + - + + - + +
DNA Bt + + + + + + + + +

Figura 26. Ensayo de Cambio en la Movilidad Electroforética (EMSA) para el rs1800470 del gen TGF-
B1. El Ars1800470 se refiere a las reacciones con los oligonucleétidos que contienen el alelo C
(ancestral) y el Vrs1800470 contiene al alelo T (variante).

Sistema control Sistema de Prueba

' Ars3758391 Vrs3758391
DNA No Bt - - + c = + - - +
Proteina Nuclear - + + - + + - + +
DNA Bt + + + + + + + + +

Figura 27. Ensayo de Cambio en la Movilidad Electroforética (EMSA) para el rs3758391 del gen SIRT1.
El Ars3758391 se refiere a las reacciones con los oligonucleétidos que contienen el alelo T (ancestral) y
el Vrs3758391 contiene al alelo C (variante).
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Sistema control Sistema de Prueba

Ars932658 Vrs932658

-

DNA No Bt - - + = - + - - +
Proteina Nuclear - + + = + + - + +
DNA Bt + + + + + + + + +

Figura 28. Ensayo de Cambio en la Movilidad Electroforética (EMSA) para el rs932658 del gen SIRT1.
El Ars932658 se refiere a las reacciones con los oligonucledétidos que contienen el alelo G (ancestral) y
el Vrs932658 contiene al alelo T (variante).

Por lo tanto las células BxPC-3 no expresan proteinas que se unan a las regiones

estudiadas en las condiciones de cultivo empleadas.
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9. DISCUSION

El estilo de vida y los factores genéticos como los SNPs tienen gran influencia en
la susceptibilidad de los individuos a padecer DT2. Los SNPs pueden provocar,
entre otras alteraciones, modificaciones en la expresion génica. En el organismo
deben existir determinados niveles de expresion de los genes para lograr la
homeostasis y un buen funcionamiento de la maquinaria celular. Sin embargo, en
algunas circunstancias la presencia de SNPs puede aumentar o disminuir la
expresion de algunos genes, debido a que uno de los alelos favorece o inhibe la
union de factores de transcripcion a regiones especificas del DNA.

Investigaciones previas en el laboratorio de la Unidad de Investigacion Médica en
Bioquimica, Hospital de Especialidades, C.M.N S.XXI, IMSS y en otras partes del
mundo, han reportado que los polimorfismos rs1800470 y rs3758391 se asocian
con cambios en los niveles de expresion de los genes TGF-B1 y SIRT1.
Previamente se ha reportado la asociacion de estos SNPs con DT2. La presencia
del alelo variante T del rs1800470 en TGF-B1 y el alelo T del rs3758391 en
SIRT1, generan un aumento de la expresion de estos genes en pacientes con
obesidad y DT2'+'6, Sin embargo, hasta la fecha no hay investigaciones que
determinen los posibles mecanismos por los cuales la presencia de estos alelos
genera el aumento de expresion de TGF-1y SIRTA.

Por ello en este trabajo se propuso determinar si la presencia del alelo T de los
polimorfismos rs1800470 del gen TGF-B1 y del rs3758391 del gen SIRT1, asi
como del rs932658 que esta en desequilibrio de ligamiento con el rs3758391, se
localizan en regiones de unidon de proteinas reguladoras de la transcripcién. Esta

interaccion es fundamental en el proceso de la transcripcion.
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Para lograr el objetivo mencionado se utilizé la linea celular BxPC-3. Un primer
paso fue determinar si ambos genes son expresados en esta linea celular. El
analisis de expresion de los genes TGF-B1 y SIRT1 en células BxPC-3 confirmd
su expresion en dichas células, las cuales provienen de una paciente de 61 afos
con adenocarcinoma®*.

Fue importante corroborar la expresién de estos genes en las células BxPC-3
puesto que las lineas celulares presentan diferentes genotipos y fenotipos,
dependiendo de su origen a pesar de que se ha confirmado que estas proteinas
son expresadas en pancreas de donadores. Por otro lado, aunque la PCR de
punto final utilizada no es considerada una técnica cuantitativa, si puede ser
semicuantitativa, ya que la intensidad de las bandas obtenidas por electroforesis,
es proporcional a la cantidad del producto amplificado?®. Por lo que, los resultados
mostraron que ambos genes se expresan en esta linea celular. Esto coincide con
lo reportado en la base de datos “Tissue-specific Gene Expression and
Regulation” (TiIGER) en relacion a la expresion de estos genes en pancreas®, asi
como reportes sobre su participacion en diferentes procesos que ocurren en este
organo. Por ejemplo, se ha demostrado que SIRT1 tiene la capacidad de modificar
y controlar numerosos factores de transcripcion y cofactores, es un regulador
positivo para la secrecion de la insulina en respuesta a la disponibilidad de
nutrientes, provocando una mayor capacidad de absorcion y utilizacion de glucosa
por otros tejidos como el higado, musculo y adipocitos. El incremento de SIRT1 en
células B pancreaticas mejora la tolerancia a la glucosa y secrecion de insulina
mediante la represién transcripcional de la proteina desacoplante 2 (UCP2)

encargada de controlar el desacoplamiento metabdlico al disminuir el ATP en la
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célula®®. La supresion de SIRT1 altera la secrecion de insulina, generando un
desorden metabdlico que puede llegar a la resistencia a la insulina®”. También
regula positivamente la transcripcion de PDX1 para el desarrollo del pancreas y
formacion de células B®. Asi pues, la expresion de SIRT1 en células pancreaticas
es fundamental para el buen funcionamiento del pancreas. SIRT1 también esta
presente en higado, musculo esquelético, tejido adiposo y cerebro, donde participa
en una amplia gama de funciones relacionadas con el metabolismo, regulacion del
ciclo celular, apoptosis, entre otras. Debido a esto, se dice que SIRT1 juega un
papel critico en la regulacion de la homeostasis metabodlica local y
sistémica®+5568:69,

Por su parte, la expresion de TGF-B1 en pancreas no resulta ser tan favorable
como lo es SIRT1. TGF-B1 participa en la proliferacién y diferenciacion de varios
tipos de células. En pancreas la sefalizacion TGF-B1/Smads genera la inhibicion
de la proliferacion de células . Por lo tanto, si se inhibe esta sefalizacién la
proliferacion de las células tiende a aumentar descontroladamente. Suzuki T et al.
(2013) con sus experimentos con una linea de células B pancreaticas de hamster
(HITT15) sugieren que la inhibicién de la sefalizacion reduce los niveles de p27,
una proteina inhibidora de cinasas que bloque la entrada a la fase S del ciclo
celular, y como resultado se promueve la proliferacion de células B*'. Sin
embargo, la interrupcién de la sefalizacion TGF-B1/Smads puede generar el
desarrollo de cancer*®79,

Debido a los antecedentes antes mencionados sobre SIRT1 y TGF-81, se ve la
importancia de mantener un equilibrio de su expresién en pancreas y en otros

tejidos que participan en la homeostasis metabdlica. Una desregulacion de su
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expresion por la presencia de los rs1800470 y rs3758391 puede tener
consecuencias no deseadas que explicarian la asociacion de estos SNPs con
DT2.

El rs1800470 del gen TGF-B1 al encontrase en una region codificante (exén 1) es
considerado como un polimorfismo funcional, ya que provoca un cambio de
aminoacido de prolina a leucina y por tanto una modificacion en la proteina
codificada. El hecho de encontrarse en un exén y no en una region reguladora, no
descartar la posibilidad de unién de proteinas en esta regién como lo demostré el
analisis in silico, al indicar la posible unién de 4 proteinas, POL2, PAX5C20,
TFIIIC110 y ZBTB7A®3. Sin embargo, el modelo empleado en el presente trabajo
no logré identificar alguna interaccion de las proteinas nucleares con esta region
del DNA. Hasta el momento no hay investigaciones que confirmen la union de
proteinas nucleares a sitios del DNA que presentan el rs1800470. Pero es posible
encontrar algunos estudios que se han dado a la tarea de identificar como se ve
afectada la unién de factores de transcripcion en presencia de otros SNPs. Tal es
el caso de Silverman ES et al. (2004) quienes encontraron que la elevada
expresion de TGF-1 por la presencia del alelo T (alelo variante) del polimorfismo
C-509T, asociado a asma, puede deberse a que con este alelo el factor de
transcripcion YY1 (Yin Yang 1) tiene mayor afinidad de unién al promotor de TGF-
B134,

Por su parte, el rs3758391 del gen SIRT1 se encuentra en una regidén promotora
del gen (a 1.1 KB de SIRT1) y provoca modificaciones en la expresion del gen
como se ha demostrado en trabajos previos en la Unidad de Investigaciéon Médica

en Bioquimica. De acuerdo a su ubicacion este SNP tiene probabilidad de union
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de proteinas al DNA, sin embargo el analisis in silico no indicé posibilidad de unién
a proteinas®. A pesar de esto, otros trabajos como el de Naqvi A. et al (2010) han
identificado que cerca de SIRT1 hay una secuencia consenso para p53 en la cual
el rs3758391 afecta la union de p53 in vitro. Los resultados de sus EMSAs
indicaron que p53 recombinante y p53 de extractos de células HEK293 se unen
con menor afinidad al oligonucledtido con el alelo C en comparacion con el
oligonucledtido que contiene al alelo T7'. Sin embargo, con nuestros experimentos
con extractos de proteinas de células BxPC-3 no se logré observar interaccion con
el alelo ancestral (alelo T) ni con el alelo variante (alelo C). Probablemente la
union que describe Naqvi A. et al (2010) sea tejido especifica.

Debido a que el analisis in silico del rs3758391 no mostré potencial para la unién
de proteinas reguladoras de la transcripcion, se seleccion6 al rs932658 que se
encuentra en desequilibrio de ligamiento con rs3758391 (LD=0.99) y que los
analisis predictivos reportan como posible sitio de union proteina-DNA. Este SNP
se localiza en una regién promotora del gen SIRT1, a 209 pb del sitio de inicio de
la transcripcion. Los analisis predictivos indicaron que existen 23 proteinas (POL2,
NFKB, CMYC, CEBPB, E2F6, P300, por mencionar algunas) con capacidad de
union a esta region®3. Los resultados de este trabajo no permitieron observar una
interaccion de proteinas nucleares de las células BxPC-3 a los oligonucledtidos
con los alelos ancestral y variante del rs932658.

Diferentes investigaciones han reportado que entre los factores de transcripcion
encargados de regular la expresiéon de SIRT1 se encuentran FOXO1, PPARaq,
PPARB y CREB"2. Por su parte, TGF-31 esta regulado por Sp1, AP1, NF1, entre

otros*®. En este estudio no fue posible confirmar la union de ninguna de estas
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proteinas a las regiones donde se localizan los tres SNPs estudiados. Es posible
qgue esto se debe a una o varios de los siguientes factores.

De acuerdo con estudios GWAS vy otras investigaciones a nivel mundial, los
rs1800470 y rs3758391 estan asociados a DT2. Sin embargo, esto no
necesariamente significa que estos SNPs sean los polimorfismos funcionales o
causales de dicha enfermedad, ya que el SNP funcional puede estar en
desequilibrio de ligamiento con el SNP asociado. Debido al alto numero de SNPs
que estan en desequilibrio de ligamiento con los SNPs estudiados no fue posible
evaluar la funcionalidad de ellos. Sin embargo, es importante que en futuros
trabajos se determine si alguno de ello es el polimorfismo funcional para lograr
encontrar a los SNPs responsables del aumento de expresién del SIRT1 y TGF-
B1,y por consecuencia de la fisiopatologia de la enfermedad.

Otra posible explicacion seria que en nuestros experimentos las células BxPC-3
empleadas para este trabajo no regulen la expresion de TGF-1y SIRT1 a través
de las regiones donde se localizan los SNPs estudiados, ya que en algunos casos
los genes pueden ser regulados a partir de diferentes promotores que pueden ser
activos en diferentes condiciones de crecimiento o diferentes tejidos del organismo
humano. Por ejemplo, para TGF-B, se han descrito cuatro diferentes sitios de inicio
de la transcripcién en las posiciones +1, +271, +470 y +525, que se utilizan de
manera diferencial dependiendo del estado de activacion celular*®. Por lo tanto, es
conveniente que se realicen nuevos experimentos obteniendo los extractos
nucleares a partir de células de pacientes con obesidad o DT2 como se hizo en los

analisis de expresion previos en la Unidad de Investigacién Médica en Bioquimica.
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De esta manera se comprobaria el hecho que la expresion de proteinas nucleares
que regulan expresion de TGF-B1y SIRT1 es tejido especifico.

Aunque existe la posibilidad de que las células BxPC-3 no proporcionaron las
proteinas nucleares necesarias para regular la expresion de los genes estudiados,
también es importante tomar en consideracion que la expresion génica se regula
en diferentes niveles (pre-transcripcional, transcripcional, splicing, traduccional,
post-traduccional) y en alguno de ellos podria llevarse a cabo la regulacién de la
transcripcion dependiendo del genotipo que se observd en trabajos previos en la
Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica.

Durante el nivel pre-transcripcional, en el nucleo de las células la asociacién del
DNA a proteinas (histonas y proteinas no histonicas) da origen a la cromatina cuya
unidad fundamental es el nucleosoma. Este esta constituido por un octamero de
histonas alrededor de las cuales se enrollan alrededor de 147pb de DNA. La
mayor parte del DNA gendmico esta ocupado por nucleosomas. Sin embargo, los
promotores estan parcial o totalmente desprovistos de ellos. Cabe sefialar que la
secuencia del DNA es un factor determinante para la ubicacion de nucleosomas’3.
Radman-Livaja M. et al. (2010) y otros investigadores indican que la periodicidad
de dinucleotidos A/T cada 10 pb, facilita la curvatura de la doble hélice y
disminuyendo la energia necesaria para acomodarse alrededor del nucleosoma en
levaduras y gusanos. Mientras que secuencias con alto contenido de A o T,
denominadas poli (dA/dT) forman una doble hélice mas rigida y con un surco
menor mas pequeio, que reduce su capacidad para formar o posicionar
nucleosomas’ 76, De acuerdo con Kogan SB et al. (2006) el posicionamiento de

los nucleosomas en humanos depende en gran medida de los dinucledtidos GG y
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CC distribuidos periédicamente a 10.4 pb’’. Por tanto, aquellas regiones libres de
nucleosomas se encuentran mayormente disponibles para la unidn de proteinas
como los factores de transcripcion y por consecuencia favorecen la transcripcion
de ciertos genes. De esta forma, la ubicacion del nucleosoma a lo largo de la
secuencia del DNA puede considerarse un mecanismo regulador que influye en la
expresion génica y otros procesos dependientes de DNA.

Los cambios heredados que influyen en la expresion de ciertos genes sin ser
resultado de modificaciones en la secuencia del DNA, también conocido como
modificaciones epigenéticas’®, han sido muy estudiados debido a su importancia
en la expresion génica. Dentro de éstos destaca la metilacion del DNA. El proceso
de metilacion implica la incorporacién de un grupo metilo al carbono 5 de una
citosina que se encuentra presente en un dinucledtido CpG en sentido 5-3’,
abundante en regiones promotoras de los genes y denominadas comunmente
como islas CpG’®. Cada tejido presenta un patrén caracteristico de metilacion del
DNA en sus células. Los genes que se transcriben activamente en ciertos tejidos
poseen islas CpG sin metilar, mientras que en los tejidos donde el gen no se
expresa si estan metilados®’. Esto quiere decir que la metilacion desempefia un
papel clave en la regulacion de la expresion génica. La interrupcién de la
transcripcion de un gen debido a la presencia de los grupos metilo en la molécula
de DNA pude explicarse por dos mecanismo. El primero indica que la metilacién
en las secuencias promotoras impide la union de ciertos factores de transcripcion,
y el segundo sugiere que la metilacidon es reconocida por proteinas de union a
metil-citosinas (MePCs) y proteinas de unién a metilo (MBDs) que junto con

corepresores favorecen el reclutamiento de desacetilasas de histonas y por

69



consecuencia la compactacion de la cromatina. De esta manera limitan el acceso
de factores de transcripcion al promotor?9:8°,

Estos antecedentes sobre la metilacion de DNA podrian explicar el aumento de
expresion de TGF-B1 y SIRT1 en las investigaciones previas de la Unidad de
Investigacion Médica en Bioquimica, por la presencia del alelo T del rs1800470 y
del rs3758391. El alelo ancestral del rs1800470 es una citosina, en secuencia 5’-3’
le precede una guanina, es decir forma parte de un dinucle6tido CpG. Esto hace
que haya una probabilidad de metilacién de dicha citosina y que por lo tanto
genere una represion o disminucién de la expresion de TGF-B1, la cual
aumentaria en presencia del alelo variante T tal como ocurrié en los analisis de
expresion de la Unidad de Investigacion Médica en Bioquimica. Esto mismo ocurre
para el rs3758391, ya que con el alelo T se observdé un aumento de expresion de
SIRT1 y con el alelo C hubo disminucion. Algunos estudios indican que la
epigenética desempefa un papel clave en la DT2. Ronn T et al. (2015) indicaron
que estudios gendmicos han identificado patrones alterados de metilacion del DNA
en islotes pancreaticos, musculo esquelético y tejido adiposo de sujetos con DT2
al compararlos con sujetos no diabéticos®.

Con los resultados obtenidos, el rs1800470 de TGF-B1 y rs3758391 de SIRT1
unicamente son considerados como marcadores de susceptibilidad a DT2. Esta
investigaciéon no permitié asociarles un efecto funcional a nivel transcripcional
(union de proteinas al DNA) que permita justificar el aumento de expresion del gen
y la presencia de la enfermedad. Por otra parte, el rs932658 de SIRT71 en
desequilibrio de ligamiento con el rs375839, no resulté ser un SNP funcional para

DT2.
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10. CONCLUSION
No se encontré union de proteinas nucleares de las células BxPC-3 a regiones del
DNA que contienen a los rs1800470 del gen TGF-B1y, rs3758391 y rs932658 del
gen SIRT1 en presencia del alelo ancestral ni en presencia del alelo variante, a
pesar de que éstos SNPs se han asociado a cambios en la expresion de los genes

mencionados.
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11. PERSPECTIVAS

- Extraer proteinas nucleares de leucocitos de pacientes con obesidad o DT2
y repetir los EMSAs.

- Evaluar expresién de factores de transcripcidn involucrados en la regulacion
transcripcional de TGF-B1y SIRT1, en leucocitos.

- Cuantificar proteina de TGF-f1 y SIRT1 en plasma de pacientes con

obesidad o DT2 para observar la expresion de las proteinas.
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12. ANEXOS

ANEXO 1. EXTRACCION DE PROTEINAS NUCLEARES CON EL KIT “NE-PER

NUCLEAR AND CITOPLASMIC EXTRACTION REAGENTS” (THERMO FISHER

SCIENTIFIC).

e PREPARACION DE CULTIVO CELULAR
1.

2.

Para células adherentes, cosechar las células con Tripsina-EDTA.

Centrifugar a 500 xg durante 5 minutos.

Lavar las células resuspendiendo con PBS.

Transferir 1-10x108 células a un tubo eppendorf de 1.5 mL.

Centrifugar a 500 xg por 2-3 minutos.

Aspirar el sobrenadante, dejando el pellet de células lo mas seco

posible.

Anadir CER | frio al pellet de células usando el volumen de reactivos

indicado en la Tabla 1.

Volumen de paquete

celular (L) CERI (uL) | CER Il (uL) | NER (pL)
10 100 5.5 50
20 200 11 100
50 500 27.5 250
100 1000 55 500

Tabla 1. Volumen de reactivos para diferentes volimenes de paquete celular.

Nota: Para células Hela, 2x10° células es equivalente a 20 uL de volumen de paquete celular.
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e EXTRACCION DE PROTEINAS CITOPLASMATICAS Y NUCLEARES

Escala este protocolo dependiendo del volumen de sedimento de células

(Tabla 1). Mantener la relacién de volumen de reactivos CER |:CER II:NER a

200: 11: 100 pL, respectivamente.

1.

Vortexear vigorosamente el tubo eppendorf durante 15 segundos para
suspender completamente el sedimento celular.

Incubar el tubo en hielo durante 10 minutos.

Anadir CER Il frio.

Vortexear el tubo durante 5 segundos.

Incubar el tubo en hielo durante 1 minuto.

Vortexear el tubo durante 5 segundos.

Centrifugar el tubo durante 5 minutos a velocidad maxima en una
microcentrifuga (~ 16.000 xg).

Inmediatamente transferir el sobrenadante (extracto citoplasmico) a un
tubo pre-enfriado limpio. Colocar este tubo en hielo hasta su uso o
almacenamiento (véase el paso 14).

Resuspender la fraccion insoluble (pellet) producida en el paso 8, que

contiene los nucleos, en NER frio.

10. Vortexear durante 15 segundos.

11.Colocar la muestra en hielo y continuar vortexeando durante 15

segundos cada 10 minutos, por un total de 40 minutos.

12.Centrifugar el tubo a la velocidad maxima (~ 16.000 xg) en una

microcentrifuga durante 10 minutos.
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13. Transferir inmediatamente el sobrenadante (extracto nuclear) a un tubo
pre-enfriado limpio y colocarlo sobre hielo.
14. Almacenar extractos a -80°C hasta su uso.
Nota: Para mantener la integridad y funcion del extracto de proteinas se
recomienda afiadir un inhibidor de proteasas a CER | y NER inmediatamente
antes de su uso. Se adicionan 10 yL de “Halt Protease Inhibitor Cocktail” (Thermo

Scientific) por mL de reactivo para obtener una concentracion final de 1X.
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ANEXO 2. ENSAYOS DE CAMBIO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA CON

EL KIT

“LIGHTSHIFT CHEMILUMINESCENT EMSA”

FISHER SCIENTIFIC)

(PIERCE/ THERMO

Este kit ha sido optimizado para su uso con geles mini-poliacrilamida (8 x 8 x 0,1

cm). Para geles mas grandes, ajustar las condiciones de electroforesis y los

volumenes de reactivo.

A. PLAN DE REACCIONES DE UNION

Sistema Control de EBNA.

Incluye un set completo de tres reacciones para cada vez que se realiza un EMSA.

Estas reacciones y los resultados esperados para el Sistema Control del Antigeno

Nuclear de Epstein-Barr (EBNA), que se incluye con el kit, se describen en la

Tabla 1.
Reaccion Contenl_d'o de Descripcion Resultado
reaccién
No hay extracto proteico para que
el DNA se una; por lo tanto, ningun
#1 Contrql I.D.NA cambio es observado. Establece la
EBNA Biotilinado s
posicion de una banda de la sonda
sin cambio.
Contiene suficiente proteina diana
Control DNA para efectuar la union vy
40 EBNA desplazamiento del DNA EBNA
Biotilinado + Biotilinado. Cambio detectado por
extracto EBNA | comparacién a la posicién de la
banda en #1.
Control DNA ,
Demuestra que el desplazamiento
EBNA ~
o de senal observado en #2 puede
Biotilinado + , :
evitarse por competencia del
extracto EBNA +
#3 exceso de DNA no marcado, es
200 veces el )
decir, los resultados de
SEESD MO e desplazamiento de la interaccién
DNA EBNA no - .
biotilinado proteina-DNA especifica.

Tabla 1. Descripcidén de reacciones control y resultados esperados.
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Los resultados del Sistema Control EBNA presentados en la Tabla 1 se generaron
utilizando reacciones de unién preparadas de acuerdo con la Tabla 2. Cada 20uL
de reaccion de union contiene 20 fmol de DNA control de biotina-EBNA. Las
reacciones se sometieron a electroforesis, se transfirieron y detectaron de acuerdo
con los pasos descritos en las secciones B-G de este protocolo. Si el kit se utiliza
por primera vez, lleve a cabo las reacciones del Sistema Control EBNA para
comprobar que los componentes del kit y el procedimiento general estan

funcionando correctamente.

Reacciones control
Componentes ConcFeirrl]t;iamon #1 #2 #3

Agua DEPC --- 12uL 11uL 9uL
Buffer de unién 10X 1X 2uL 2uL 2uL
Glicerol 50% 2.5% 1uL 1uL 1uL
MgCl2 100 mM 5mM 1uL 1uL 1uL
Poly (dI-dC) 1 pg/pL 50 ng/uL 1uL 1uL 1uL
NP-40 1% 0.05% 1uL 1uL 1uL
DNA EBNA No Biotilinado 4 pmol - - 2uL
Extracto EBNA 1 Unit - 1uL 1uL
DNA EBNA Control

Biotilinado 20 fmol 2uL 2uL 2uL
Volumen Total - 20uL 20uL 20uL

Tabla 2. Reacciones de unién para el Sistema Control EBNA.

e Sistema de Prueba

Utilice la Tabla 3 como una guia para la planificacién de las reacciones de unién

del sistema de prueba.
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Reacciones de Prueba
Componentes Conc:.ntramon #1 #2 #3
inal
Agua DEPC —
Buffer de unién 10X 1X 2uL 2uL 2uL
Poly (dI-dC) 1 ug/uL 50 ng/uL 1uL 1uL 1uL
Glicerol 50%
NP-40 1%
DNA No Biotilinado 4 pmol - -
Proteina nuclear de BxPC-3 Slster_na -—-
dependiente

DNA Biotilinado 20 fmol
Volumen Total - 20uL 20uL 20uL

Tabla 3. Reacciones de unién para el Sistema de Prueba

B. PREPARACION Y PRE-CORRIDA DEL GEL

1.

Preparar un gel de poliacrilamida nativo en TBE 0.5X o utilizar un gel de
retardo de DNA pre-fabricado.

Colocar el gel en la unidad de electroforesis, y sujetarla para obtener un
sellado.

Llenar la camara interior con TBE 0.5X a una altura de varios milimetros
por encima de la parte superior de los pocillos.

Llenar el exterior del tanque con TBE 0.5X justo por encima del fondo de
los pozos, lo que reduce el calor durante la electroforesis.

Enjuagar los pozos.

Realizar pre-electroforesis del gel durante 30-60 minutos.

Proceder a la Seccién C, mientras gel esta en pre-electroforesis.
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NOTAS:

- El porcentaje de poliacrilamida apropiado depende del tamafo del DNA
diana y la proteina de union. La mayoria de los sistemas utilizan un gel de
poliacrilamida al 4% -6 en TBE 0.5X.

- Aplicar 100 V paraun gelde 8 x 8 x 0,1 cm.

C. PREPARAR Y REALIZAR REACCION DE UNION
1. Descongelar todos los componentes de la reaccion de union,

componentes del Sistema Control EBNA y muestras del Sistema de
Prueba, y colocarlos en hielo.

2. Preparar reacciones de union para el sistema Control de EBNA y/o el
Sistema de Prueba de acuerdo con el procedimiento seccion A, tablas 2
y 3; afadir los reactivos en el orden que se indica en las tablas. NO
agitar los tubos en ningun momento durante este procedimiento.

3. Incubar reacciones de unién a temperatura ambiente durante 20
minutos.

4. Anadir 5uL de buffer de carga 5X a cada 20uL de reaccion de union,
pipeteando arriba y abajo varias veces para mezclar. NO agite ni mezcle
vigorosamente.

D. ELECTROFORESIS
1. Desconectar la corriente del gel de electroforesis.

2. Enjuagar los pozos y después cargar 20uL de cada muestra en el gel de
poliacrilamida.

3. Encender la corriente (ajustado a 100 V para un gel de 8 x 8 x 0,1 cm).
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4. Dejar correr hasta que el colorante azul de bromofenol migre
aproximadamente 2/3 a 3/4 abajo de la longitud del gel. El duplex de
DNA Control de biotina-EBNA libre migra justo detras del azul de
bromofenol en un gel de poliacrilamida al 6%.

E. TRANSFERENCIA ELECTROFORETICA DE REACCIONES DE UNION A

LA MEMBRANA DE NYLON

1. Remojar membrana de nylon en TBE 0.5X frio durante al menos 10

minutos.

2. Hacer un sandwich del gel, la membrana de nylon y papel filtro en una

unidad de transferencia electroforética limpia segun las instrucciones del

fabricante.

3. Transferencia a 380mA (~ 100 V) durante 30 minutos.

4. Cuando se complete la transferencia, colocar la membrana con azul de

bromofenol hacia arriba sobre una toalla de papel seca (no debe haber

residuos de colorante en el gel).

5. No deje que la membrana seca. Inmediatamente proceder a la seccion F.

F. CROSSLINK TRANSFERIDO ADN A LA MEMBRANA

Hay tres opciones disponibles para la crosslinking:

e Opcion 1: Crosslink a 120mJ/cm? usando un instrumento comercial
de luz UV crosslink equipado con bombillas de 254 nm (45-60
segundos de exposicion utilizando la funcion de autocrosslink).

e Opcion 2: Crosslink a una distancia de aproximadamente 0.5 cm de
la membrana durante 5-10 minutos con una lampara UV portatil

equipada con bombillas de 254 nm.
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e Opcién 3: Crosslink durante 10-15 minutos con la membrana boca
abajo en un transiluminador equipado con bombillas de 312 nm.
Después de que la membrana esta crosslinked, pase directamente a la
Seccion G. Alternativamente, la membrana puede ser almacenada en seco
a temperatura ambiente durante varios dias. No permita que la membrana

se moje de nuevo hasta que esté listo para proceder con la seccion G.

. DETECCION DE DNA MARCADO CON BIOTINA POR

QUIMIOLUMINISCENCIA

1. Calentar suavemente el buffer de bloqueo y el buffer de lavado 4X a 37-
50°C en un bafio de agua hasta que se disuelva todo. Estos buffers
pueden ser usados entre temperatura ambiente y 50°C, siempre y
cuando todas las particulas permanece en solucion. ElI Buffer
Equilibrador se puede utilizar entre 4°C y temperatura ambiente.

2. Para bloquear la membrana afadir 20 mL de buffer de bloqueo e
incubar durante 15 minutos con agitacion suave.

3. Preparar la solucién conjugado/buffer de bloqueo mediante la adicion de
66.7uL de conjugado de estreptavidina-peroxidasa de rabano picante
estabilizada a 20 mL de buffer de bloqueo (dilucién 1: 300).

Nota: Esta solucidon conjugado/buffer de bloqueo ha sido optimizada
para el modulo de deteccidn de acido nucleico y no debe ser modificado.

4. Decantar el buffer de bloqueo de la membrana y sustituirlo por la
solucion de conjugado/buffer de bloqueo. Incubar la membrana en ésta

durante 15 minutos con agitacion suave.
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5. Preparar la solucion de lavado 1X mediante la adicion de 40 mL de
buffer de lavado 4X a 120 mL de agua ultrapura.

6. Transferir la membrana a un nuevo contenedor y enjuagarlo brevemente
con 20 mL de solucién de lavado 1X.

7. Lavar la membrana cuatro veces durante 5 minutos cada uno en 20 mL
de solucion de lavado 1X con agitacion suave.

8. Transferir la membrana a un nuevo recipiente y anadir 30 mL de buffer
equilibrador. Incubar la membrana durante 5 minutos con agitacion
suave.

9. Preparar la solucién de sustrato de trabajo mediante la adicién de 6 mL
de Solucion Luminol/Potenciador a 6 mL de Solucién de Perdxido
Estable.

10. Quitar la membrana del buffer equilibrador, secando cuidadosamente un
borde de la membrana sobre una toalla de papel para eliminar el exceso
de buffer. Colocar la membrana en un recipiente limpio o sobre una hoja
de plastico colocada sobre una superficie plana.

11.Verter la solucion de trabajo sobre la membrana de modo que cubra
completamente la superficie. Alternativamente, la membrana puede ser
colocada DNA hacia abajo sobre un charco de la solucién de trabajo.
Incubar la membrana en la solucién de trabajo durante 5 minutos sin
agitacion.

12.Quitar la membrana de la solucién de trabajo y secar un borde de la
membrana sobre una toalla de papel durante 2-5 segundos para

eliminar el exceso de buffer. No permita que la membrana se seque.
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13.Envolver la membrana humeda en una envoltura de plastico, evitando
burbujas y arrugas.

14.Exponer la membrana a una camara CCD equipada de manera
apropiada, o colocar la membrana en un casete de pelicula y exponer a
pelicula de rayos X durante 2-5 minutos. Desarrollar la pelicula de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El tiempo de exposicidon se

puede ajustar para obtener la sefial deseada.
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