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La diabetes mellitus (DM) se puede considerar como uno de los principales problemas de
salud mundial, entre otras razones por su elevada prevalencia, su elevado costo
economico y el nimero de muertes prematuras que provoca (Ruiz, et al., 2006). Esta
condicién provoca varios trastornos en el organismo humano alterando el metabolismo del
mismo, entre algunos de estos cambios se encuentran las interacciones de la glucosa con
moléculas como los aminoacidos de las proteinas, lipidos y acidos nucleicos de manera
anormal provocando cambios drastico que terminan afectando a la persona que la
padece, ademéas de aumentar las posibilidades de desarrollar complicaciones de la
misma.

Una de las complicaciones mas frecuentes de la DM es la Retinopatia diabética (RD),
esta es una complicacion microvascular provocaba por el aumento de especias reactivas
de oxigeno (ROS) dentro de las vasculatura del ojo, los niveles elevados de glucosa en
sangre provocan un cambio en las vias moleculares propiciando la formacion de dichas
moléculas. Estudios realizados por diversos tipos de instituciones han documentado la
existencia de una posible relaciébn entre mutaciones en el ADN mitocondrial con el
desarrollo de retinopatia diabética (Tang, et al., 2014). La RD es la causa mas importante
de ceguera adquirida en la poblaciéon diabética, actualmente se han registrado
aproximadamente mas de 93 millones de casos es ahi donde radica la importancia de
estudiar la posible asociacién de dicha enfermedad con algunos factores genéticos, tales
como el ADN mitocondrial (OMS, 2016).

En este estudio se exploré la posible asociacion del fenotipo de RD y los polimorfismos
presentes en la region hipervariable 2 (HV2) del ADN mitocondrial. Para lo cual se estudio
un grupo control de pacientes sanos y dos grupos con diabetes con y sin el fenotipo de
RD. Se observdé que los 3 polimorfismos estudiados (A77d A87d y C309CC) fueron
diferentes entre los grupos de estudio. De forma interesante se encontr6 que dos de los
polimorfismos (A77d y A87d) se asociaron a diabetes y ademas de relacionarse a un
efector protector para el fenotipo de RD. Como consecuencia de ello se afirma que es
posible establecer la asociaciébn de polimorfismos presentes en la HV2 del ADN
mitocondrial y el fenotipo de un grupo control de pacientes sanos como pacientes
diabéticos con y sin RD mediante la comparacion de las frecuencias que presenten dichos
grupos de estudio.




.  INTRODUCCION

a) MARCO TEORICO

a. Diabetes Mellitus

La diabetes mellitus (DM) se puede considerar como uno de los principales problemas de
salud mundial, entre otras razones por su elevada prevalencia, su elevado costo
econdémico y el nUmero de muertes prematuras que provoca (Ruiz, et al., 2006). Ademas
de ser una de las cuatro enfermedades no transmisibles (ENT) a la cual se ha pactado
intervenir con caracter prioritario por la Organizacion mundial de la Salud. En las dltimas
décadas han aumentado sin pausa el nimero de casos Y la prevalencia de la enfermedad
poniendo en un estado de alerta a la mayoria de las naciones del mundo (OMS, 2016).

La DM es una enfermedad crénica que tiene causas diversas; se caracteriza por
hiperglucemia cronica y trastornos del metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las
proteinas como consecuencia de anomalias de la secrecion o del efecto de la insulina. Se
ha estudiado que los dos principales tipos de DM se deben a que el pancreas no produce
suficiente insulina (una hormona que regula el nivel de azucar, o glucosa, en la sangre)
tipo 1, o cuando el organismo no puede utilizar con eficacia la insulina que produce, tipo 2
(OMS, 2015). Es importante destacar que en su etapa inicial la DM no produce sintomas
pero cuando se detecta de forma tardia y no es tratada adecuadamente ocasiona
complicaciones de salud graves como infarto del corazdn, ceguera, falla renal,
amputacion de las extremidades inferiores y muerte prematura (Hernandez, et al., 2013).

Existen otros tipos especificos de DM ocasionados por defectos genéticos que repercuten
a nivel de la accion de la insulina, enfermedades del pancreas exocrino, otros sindromes
genéticos asociados en ocasiones con diabetes, Diabetes mellitus gestacional e incluso
se ha reportado evidencia de defectos genéticos que censuran la funcion de las células
beta, tanto en el ADN nuclear como en el ADN mitocondrial (Saldafa, 2014).

En México la DM tipo 2 es una de las principales causas de morbimortalidad asociada con
el actual modelo econémico y social, con serias repercusiones en el estilo de vida, cuyos
indicadores se observan en la alimentacion, el manejo del estrés y el sedentarismo, entre
otros (de los Rios, et al., 2004).

La DM2 es consecuencia de la interaccion de factores genéticos y ambientales con
tendencia a presentarse en familias, ademas de estar asociada con la obesidad, la poca
actividad fisica y la alimentacion; se caracteriza por hiperglucemia causada por un defecto
en la secrecion de insulina, es bastante comuln que se encuentre relacionada al desarrollo
de resistencia a esta hormona debido a las causas por las que se llega a padecer DM2,
se le conocia anteriormente como diabetes sacarina no dependiente de la insulina
(Hernandez, et al., 2013).




Por lo general, aparece en la edad adulta, aunque esta aumentando en nifios y
adolescentes afectando con mayor frecuencia a las personas que padecen hipertension
arterial y dislipidemia (colesterol sanguineo anormal). Este tipo de pacientes tienden a
tener un riesgo mayor de padecer complicaciones micro y macro vasculares, debido a los
niveles altos de glucosa circulante en su sistema provocando dafios considerables en el
sistema vascular (Kowluru, et al., 2015).

Los pacientes a veces no presentan manifestaciones clinicas o éstas son minimas
durante varios afios antes del diagnostico. De acuerdo con su cuadro clinico los
pacientes presentan poliuria, polidipsia, polifagia y baja de peso inexplicable. Por otro
lado durante el desarrollo de la DM2 también pueden presentarse casos de
entumecimiento de las extremidades, dolores (disestesias) de los pies y vision borrosa
(National Institutes of Health, 2016).

El objetivo global del tratamiento es disminuir las concentraciones sanguineas de glucosa
anormales que presentan los afectados para aliviar los signos y sintomas y prevenir o
posponer la aparicion de complicaciones. Se recomienda a los pacientes mantener un
control en la dieta y la practica de algun ejercicio fisico; por otro lado también la
combinacion con medicamentos orales o insulina suplementaria. La deteccion temprana
de las complicaciones de DM2 puede realizarse mediante estudios para evaluar el
funcionamiento adecuado de los ojos, una prueba de orina, cuidado de los pies y
remisibn con el especialista cuando sea necesario, es de esta manera donde el
tratamiento oportuno llega a evitar la muerte prematura (OMS, 2016).

Estimaciones de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) indican que a nivel mundial,
de 1995 a la fecha casi se ha triplicado el nimero de personas que viven con diabetes,
con cifra actual estimada en mas de 347 millones de personas con diabetes. En 2014, el
9% de los adultos (18 afios 0 mayores) tenia diabetes. En 2012 fallecieron 1,5 millones de
personas como consecuencia directa de la diabetes. Mas del 80% de las muertes por
diabetes se registra en paises de ingresos bajos y medios (OMS, 2015). Segun
proyecciones de la OMS, la diabetes sera la séptima causa de mortalidad en 2030. De
acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, China, India, Estados Unidos, Brasil,
Rusia y México, son —en ese orden— los paises con mayor numero de diabéticos
(Hernandez, et al., 2013).

b) Complicaciones de la Diabetes Mellitus: Microangiopatias en Retinopatia
Diabética

Las complicaciones que se presentan en DM se clasifican en macroangiopatias y
microangiopatias, estas complicaciones tiene un impacto negativo en la calidad de vida de
los pacientes con DM tipo 2. El tener complicaciones macrovasculares incrementa la
probabilidad de desarrollar enfermedades cardiovasculares y cerebrovascular mientras la
presencia de una complicacion microvascular se relaciona con nefropatias y a retinopatias
diabéticas (Kowluru, et al., 2015). Asi, por ejemplo, no debemos olvidar que la retinopatia
diabética esta presente en el 21% de los diabéticos en el momento del diagnéstico y que
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es la principal causa de ceguera en el mundo occidental entre la poblacion adulta de 20 a
74 afos (Botet, et al., 2012).

La hiperglicemia es la causa inicial del dafio tisular en los diabéticos asi como el
desarrollo de retinopatia diabética, este proceso perjudicial es modificado por
determinantes genéticos que confieren una susceptibilidad individual y por factores de
riesgo independientes como la hipertension y la hiperlipidemia (Kowluru & Mishra, 2015;
Chew, et al., 2014) (FIGURA 1).

Determinantes genéticos que

confieren una susceptibilidad
individual

LN I R B DR DA IR D D N DN N O I L D R DO TR DO IR O DN R DN DR BN DN N R

I
. v . MM Sl = —
L Dafio tisular
i

Cambios acumulativos a largo
plazo en las macromoléculas

® 8 8 8 8 8 B S SN eSS e EEEE N

Factores de riesgo independientes

(p. ej. Hipertension, hiperlipidemia)

FIGURA 1 | Caracteristicas generales del dafio tisular inducido por hiperglicemia (Saldafia, 2014).

La microvasculatura de la retina es el principal sitio al que se asociada la retinopatia
diabética ya que éste es el tejido con mayor actividad metabdlica en el cuerpo (Frank
2004). La susceptibilidad de las células al dafio inducido por hiperglicemia es la
consecuencia de la insuficiencia de estas para limitar el transporte de glucosa a su interior
cuando éstas se encuentran bajo la condicion hiperglicemica que se presenta en DM
(Saldafia, 2014).

Los tipos celulares que presentan dafio por hiperglicemia son las células endoteliales de
los capilares retinianos, las células mesangiales en el glomérulo renal y las células de
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Schwann en los nervios periféricos. Se sabe que estos tipos celulares presentan una
caracteristica comun, un incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y en particular una sobreproduccion de superoxido a través de la cadena
transportadora de electrones en la mitocondria (Kowluru, et al., 2015).

La incidencia de las complicaciones incrementa notablemente después de 5 a 10 afios de
evolucion de la DM tipo 2; sin embargo, existe una variabilidad muy grande de un
individuo a otro respecto al inicio y progresion de las mismas, es decir, algunos individuos
desarrollan tempranamente complicaciones severas, mientras otros no llegan a
desarrollar complicaciones significativas incluso después de muchos afios de evolucion
de la diabetes mal controlada. Tanto las complicaciones micro y macrovasculares
presentan disfuncién en la fosforilacion oxidativa mitocondrial; es por esto que las
variaciones en el ADN mitocondrial pueden ser candidatas a alterar el riesgo genético
para las principales complicaciones de la diabetes, la nefropatia, la retinopatia y la
enfermedad cardiovascular (Saldafia, 2014).

c) Retinopatia Diabéticay su mecanismo molecular

La retinopatia diabética es la causa mas importante de ceguera adquirida en la poblacion
diabética, actualmente se han registrado aproximadamente mas de 93 millones de casos.
En afos recientes se ha visto un aumento en el diagndstico de diabetes tipo 2 en edades
cada vez mas jévenes lo cual aumenta de forma considerable el riego de presentar
retinopatia diabética y su progresion (Malik, et al., 2015). Se considera que el nimero de
personas que presenten esta complicacion crezca de 126.6 millones en al afio 2010 a
191.0 millones para el afio 2030 (Kowluru, et al., 2015).

Las condiciones impuestas al cuerpo por la diabetes facilitan las interacciones de la
glucosa con los aminoacidos de las proteinas, lipidos y acidos nucleicos ademas de que
se puede ver involucrada en reacciones no enzimaticas, formando bases de Schiff y
productos de Amadori (Stitt, 2010) (FIGURA 2). Una cascada compleja de reacciones, en
Ultima instancia, resulta en la conversion de los productos de Amadori en la formacién del
producto final de la glicosilacion avanzada (AGEs). El aumento de AGEs y sus receptores
(RAGEs) han sido observados dentro de capilares de la retina, esos se encuentran
asociados con un aumento de la pérdida de células y la inflamacién capilar en la
retinopatia diabética (Kowluru, et al., 2015; Stitt, 2003)
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FIGURA 2 | Ejemplo sobre Reaccion de Schiff y la formacién del compuesto de Amadori en el
grupo amino acido de la proteina hemoglobina. Figura de autoria propia.

La importancia de comprender el como es que la hiperglucemia altera multiples vias
celulares mediante cambios a unos pocos elementos esenciales ha sido uno de los
puntos criticos para los investigadores. La intervencién del aumento en los niveles de
glucosa circulante se ha descrito en la activacion de diacilglicerol proteinquinasa C dentro
de la casada de las PKCs (FIGURA 3) y la activacion de PKC en la vasculatura de la
retina, ambas situaciones desencadenan un aumento de la permeabilidad vascular,
alteraciones en el flujo sanguineo y estimulacion de la neovascularizacion vista en la RD
ya que PKC esta involucrada con una aceleracion de la apoptosis de las células
capilares, lo que resulta en una degeneracion de éstos dando como resultado una
aceleracion en la progresion de la RD (Geraldes, et al., 2009).
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FIGURA 3 | Cascada de las PKC. Mecanismo general de activacion de tirosina quinasas que
actian como receptores (PQTr). La asociacién de ligandos a una PQTr, produce su dimerizacion y
autofosforilacién en tirosina. El factor de nucledsido guanidina (Sos) activa a la proteina G, Ras
que a su vez activa al producto del oncogén Raf-1. Esto permite la activacion de una cascada de
MAPKK quinasa quinasa y MAPK, la cual finalmente se trasloca al nlcleo para fosforilar factores
de transcripcion (FT) e inducir expresion génica. Obtenida de KhanaAcademy el Agosto 15 del
2017.

El aumento del estrés oxidativo se postula como una de las causas primordiales en el
desarrollo de las principales complicaciones micro y macrovasculares de la diabetes. La
hiperglicemia esté estrechamente relacionada con aumento del estrés oxidativo, la retina
al ser un tejido rico en acidos grasos poliinsaturados con alta oxidacion de la glucosa y la
absorcion de oxigeno (Andersin, et al., 1984), se considera como un buen objetivo
durante el aumento del estrés oxidativo en la diabetes (Kowluru, et al., 2015).

El principal reservorio de radicales libres se concentra en la mitocondria, en condiciones
fisiologicas normales se ha estimado que es en este lugar donde existe aproximadamente
el 2% del consumo total de oxigeno (Kowluru, et al., 2015). Las células de los tejidos de
diabéticos que presentan una elevacion de la concentracion de glucosa en su interior
presentan mayor oxidacion de estas moléculas de glucosa a través del ciclo de Krebs,
incrementando, a su vez, la generacion de moléculas que transfieren electrones (NADH y
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FADH;), mismos que son donados dentro de la cadena respiratoria (Saldana, 2014).

Generate H gradient Collapse HF gradient
H+ Ht

ATP m

H+ H+ |_|+I

NADH+H*
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(o)) 02

NAD*

HoO+09

FIGURA 4 | Produccion de superoxido inducida por hiperglicemia en la cadena transportadora de

electrones (Kowluru, et al., 2015).

La transferencia de electrones a través de los complejos I, 1l y IV de la cadena

transportadora de electrones bombea protones del interior del espacio intermembranal de
la mitocondria, generando un gradiente al cual conduce a la sintesis de ATP, pero algunos
electrones se escapan del complejo | o Il ocasionando que los electrones regresen a la
coenzima Q. Dichos electrones interactian con el oxigeno molecular para formar el anion
superoxido (Murphy, 2009; Trumpower, 1990) (FIGURA 4). Se ha descrito que en la
retinopatia diabética la inactivacion del complejo 1l se ve implicada en el aumento de la
acumulacion de superoxido en las mitocondrias de la retina (Kanwar, et al., 2007)

(FIGURA 5).
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FIGURA 5 | Afecciones producidas por acumulacion de especies reactivas de oxigeno y radicales
libres. Obtenido de KhanaAcademy el 25 de Septiembre del 2016.

Como se ha estado sefialando en esta seccion los niveles altos de glucosa circulante y las
ROS son las causantes de varias anormalidades metabdlicas en la DM incluyendo la
activacion de PKC y AGEs (Brownlee, 2005); en otra instancia también el aumento de
hidroperéxidos de lipidos en suero se asocia con aumento de la prevalencia de la
retinopatia en pacientes diabéticos (Brownlee, 2005; Kowluru, 2001)

Bajo condiciones patoldgicas la produccién y la desintoxicacion de los radicales libres se
ve deteriorada ya que corresponde ya sea al aumento de la produccion de ROS, la
disminucion de los mecanismos para su eliminacibn o ambos, lo que resulta en
desequilibrio donde se tiene una biodisponibilidad excesiva de ROS (Kowluru, et al.,
2015); en la retinopatia diabética, la retina experimenta tanto, el aumento de la produccién
y la disminucion de la eliminacion de los radicales libres. Si los radicales libres no son
neutralizados pueden ocasionar facilmente dafios en macromoléculas como proteinas,
lipidos e incluso el ADN alterando la expresién de genes, tanto en el ADN gendémico como
en el ADN mitocondrial (Kowluru, et al., 2013) (FIGURA 6).
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FIGURA 6 | Descripcion esquematica del mecanismo molecular de la retinopatia diabética
(Kowluru, et al., 2015).

Estudios realizados por diversos tipos de instituciones han documentado la existencia de
una posible relacion entre mutaciones en el ADN mitocondrial con el desarrollo de
retinopatia diabética (Tang, et al., 2014; Bishop, 2004) como ejemplo de uno de ellos es el
trabajo realizado por la Saldafia Rivera en el que se evidenciaron polimorfirmos con una
posible asociacién con el fenotipo de RD, por los cuales se decidio realizar el seguimiento
de estos a través de la presente tesis. La consecuencia que se ve implicada en una
mutacién en el ADN mitocondrial puede ser en el cambio de secuencia codificante para
una proteina, donde puede llegar a afectar el metabolismo de 6rganos cambiando de
forma severa el fenotipo de algunas enfermedades (Magner, et al., 2015).

d) La mitocondria

La mitocondria es un organelo que controla los destinos de las células méas alla de la
sintesis del ATP. Distribuye la energia sintetizando ATP a expensas de glucosa, acidos
grasos y aminoacidos por medio de la fosforilacion oxidativa y el poder reductor (Alberts,
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et al., 2002) e integra los caminos metabdlicos. Regula la maquinaria epigenética, la
expresion génica, los factores de transcripcion y las vias de sefializacion. La mitocondria
es una planta de energia auto regulable, actia como un centro de recepcion de sefiales
finas del universo celular y responde a las necesidades metabdlicas de todos los
componentes de la célula de una manera integrada y eficiente (de Gomez, et al., 2012)
ademdas de estar presentes en practicamente todas las células eucariotas.

La mitocondria tiene un tamano variable entre 0.1um y 0.5um de diametro y pueden
alcanzar una longitud maxima de 7um, sin embargo éste depende de la actividad de la
célula; en promedio una sola célula puede albergar cerca 2000 mitocondrias (Lodish,
2006). La poblacion mitocondrial es dindmica y muestra variaciones en el tamafio, el
namero y la masa durante las diversas etapas del desarrollo, la diferenciacion celular y en
respuesta a diversas situaciones fisioldgicas y patoldgicas (Goffart, et al,. 2003).

En el fendbmeno de biogénesis mitocondrial confluyen dos procesos intimamente ligados:
la proliferacion que consiste en el aumento del nimero de mitocondrias por célula, y la
diferenciacion, mediante la cual el organulo adquiere las caracteristicas estructurales y
funcionales adecuadas para el desarrollo de las funciones especificas de las distintas
células del organismo (Nisoli, et al., 2004). En el control de la biogénesis mitocondrial
participan numerosos factores, como la regulacion de la expresion y la replicacion del
genoma mitocondrial, la expresién y el transporte a la mitocondria de diversas proteinas
codificadas por genes nucleares, y la coordinacion de todos estos procesos (Lépez,
2005).

Estructuralmente las mitocondrias estan formadas por dos envolturas membranales, al
igual que las membranas plasmaticas, las mitocondriales poseen una simetria en la
distribucion de los lipidos no sélo entre las membranas interna y externa, sino también
entre las capas interna y externa de la bicapa lipidica (Sanchez, et al., 2008). De modo
que una alteracion en esta distribucion tiene consecuencias para la funcion vy
supervivencia de las mitocondrias y aun de la célula misma en el proceso de la apoptosis
(Grim, et al,. 2007). Las dos membranas limitan tres espacios acuosos: el intermembranal,
el intracrestal y la matriz mitocondrial (FIGURA 7).
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FIGURA 7 | Esquema amplificado de los componentes mitocondriales. Figura de autoria propia.

La membrana externa contiene, entre otras proteinas, una permeasa caracteristica, la
porina 6 canal anidénico dependiente de voltaje que permite la entrada y salida de
proteinas y solutos. Durante la muerte celular por apoptosis y en condiciones de estrés
oxidativo se asocia a la translocasa de ADP-ATP y a un acarreador de calcio formando el
poro de transicion de permeabilidad produciéndose una salida masiva de proteinas,
despolarizacion de la membrana y la muerte celular (de Gomez, et al., 2012).

La membrana interna difiere en su organizacion molecular de la membrana externa.
Posee 80% de proteinas y 20% de lipidos. Se caracteriza por formar cierto nimero de
repliegues que se denominan crestas y que incrementan el area total de la superficie
interna (Lodish 2006). Estas crestas aparecen como estructuras lamelares o tubulares,
cuyo numero esta relacionado con las demandas energéticas de la célula. Esta
membrana es impermeable a muchos solutos; contiene tres tipos de proteinas: 1. Las que
llevan a cabo las reacciones de oxidacion de la cadena respiratoria, 2. Un complejo
enzimatico llamado ATPasa, que sintetiza el ATP en la matriz y 3. Proteinas
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transportadoras especificas que regulan el paso de metabolitos dentro y fuera de la matriz
(Lehninger, et al., 2002) (FIGURA 8).

Mitochondrion

Free radicals

@ Energy molecuie

FIGURA 8 | Conformacion del complejo enzimético llamado ATPasa (Lehninger, et al., 2002)

Entre las dos membranas queda delimitado un espacio intermembranal, este contiene
todas las moléculas que las porinas de la membrana externa dejan pasar. Esta es la
razén de que sea rico en protones, los cuales proceden del funcionamiento de los
complejos de la cadena respiratoria y desempefian un papel esencial en la fosforilacién de
ADP (Lehninger, et al., 2002). Por otro lado el espacio intermembranal contiene también
componentes claves implicados en la muerte celular de tipo apoptético, como algunas
caspasas, el factor inhibidor de la apoptosis (AlIF) y el citocromo ¢, que se localiza sobre la
cara interna de la membrana interna (L6pez R, 2005).

En cuanto la matriz mitocondrial es de una consistencia ligeramente densa y finamente
granulosa, debido a los granulos densos e irregulares de iones de Ca™ y Mg**, moléculas
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de ADN y ARN mitocondrial, metabolitos a oxidar y ribosomas tipo 70S similares a los de
las bacterias, llamados mitoribosomas, que realizan la sintesis de algunas proteinas
mitocondriales. En la matriz mitocondrial tienen lugar diversas rutas metabdlicas, por
ejemplo el ciclo de Krebs y en la beta-oxidacién de los acidos grasos (Sanchez, et al.,
2008).

e) Lagenética del ADN Mitocondrial

El acido desoxirribonucleico (ADN) es una de las moléculas mas importantes para la vida.
Consiste de una doble hélice donde cada una de las cadenas es un polimero integrado
por nucledtidos; cada nucleotido, estd formado por un azlcar (desoxirribosa), una base
nitrogenada que puede ser adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G) y un grupo
fosfato (Stansfield, 1992). El genoma de los seres humanos consta de 23 pares de
cromosomas contenidos dentro del nacleo y un genoma haploide circular localizado en las
mitocondrias dentro del cual estan 37 genes necesarios para la cadena respiratoria de la
célula (Guardado, et al., 2008).

El ADN mitocondrial humano consta de una doble cadena, circular, cerrada de 16568
pares de bases; esta doble hebras se encuentra conformada por la cadena pesada o H
(Heavy) y la cadena ligera o L (Light), la cadena pesada contiene una mayor proporcién
de bases puricas mientras que la ligera estd compuesta mayormente por bases
pirimidicas (Terreros Ibafiez, 2010). Esta secuencia ha llegado a recibir el nombre de
secuencia clasica de Anderson (o secuencia referencial de Cambridge), todo ADN
mitocondrial humano es comparado con esta primera secuenciacion realizada hace unos
afios. El ADN mitocondrial se encuentra dividido en dos regiones desde un punto de vista
funcional: region codificante y region control. En la region codificante, se encuentran 37
genes altamente empaquetados, 22 codifican para ARNs de transferencia, 2 para ARN
ribosomales, uno de 12S y otro de 16S respectivamente, y 13 codifican para enzimas
involucradas en la cadena de transporte de electrones de la fosforilacion oxidativa y la
produccion de ATP (Holland, 1999; Terrero, 2010) (FIGURA 9).

A diferencia del ADN nuclear el ADN mitocondrial se duplica de manera independiente del
nuclear; carece de histonas y forma complejos llamados nucleoides con proteinas
especificas relacionadas con la duplicacion del ADN, su transcripcion a ARN mensajero y
su traduccién a proteinas. Cada nucleoide se adosa a la membrana interna mitocondrial y
contiene 6 copias, son unidades dindmicas que responden a las condiciones metabdlicas
de la célula. Presentan una frecuencia de mutaciones de 7 a 10 veces mayor que el ADN
nuclear y un sistema de reparacion deficiente. La traduccion de ambas cadenas pesada y
ligera es bidireccional y asincrénica, ademas los codones para los aminoacidos difieren
del codigo universal ( de Gémez Poyou, et al., 2012).
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FIGURA 9 | Organizacién interna del ADN mitocondrial humano. Secuencia de Anderson (rCRS).
Imagen obtenida en MtDNA Test Blog el 3 de septiembre del 2016.

La region control (FIGURA 10) es la responsable de la regulacién del ADN mitocondrial,
ha sido también llamada Asa de desplazamiento (D-Loop). ElI D-Loop una estructura de
triple hélice, es la region del genoma donde tiene lugar la separacion inicial, o
desplazamiento de las dos hebras de ADN durante la replicacion. La region control se
divide en regiones segun su grado de diversidad, de esta manera se determinan la regién
hipervariable 1 que abarca desde la base 16024 hasta la 16365, la regién hipervariable 2
desde la base 73-340, region hipervariable 3 desde la posicién 440 hasta la posicion 560
y dos regiones con menor variabilidad conocidas como la region variable 1, desde la

posicion 16366 hasta la posicién 72 y la region variable 2 entre las posiciones 341 a 576
(Terreros, 2010).

REGION CONTROL

| HVI | HVII

16024 168370 73 340 576

FIGURA 10 | Detalle de la Regién Control o D-Loop. (Holland, et al., 1999)

Las células con una elevada actividad metabdlica presentan en el ADN mitocondrial el
bucle de desplazamiento o D-loop, que es muy variable entre especies, aunque tiene
elementos muy conservados como el origen de replicacion de la cadena pesada y los

promotores de transcripcion, tanto de la cadena pesada (HSP) como de la ligera (LSP)
(Lépez, 2005).
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A lo largo de la evolucién, se han dado mutaciones en el ADN mitocondrial, la mayoria de
las cuales se ubican en la regidon control, en segmentos conocidos como regiones
hipervariables 1 y 2 (HV1 y HV2) (Saldafia, 2014). Los polimorfismos presentes en las
regiones hipervariables del genoma mitocondrial se dan por transiciones o transversiones
que se presentan a lo largo de la secuencia. (Kline, 2005) Si bien, se pueden presentar en
cualquier posicién, se han detectado posiciones que mutan mas frecuentemente que
otras, estas son consideradas puntos calientes de mutacion o hot spots (Terreros, 2010).

La regiodn hipervariable del ADN mitocondrial, dado su caracter “neutral” ante la Seleccion
Natural, ha venido siendo considerada muy informativa para valorar la diversidad
intraespecifica y también para estimar las relaciones filogenéticas, basadas en linajes
maternos, entre especies proximas (Varela, et al., 2009). La tasa de mutacién del ADN
mitocondrial es mas alta comparada con el genoma nuclear y se debe en parte a la
exposicion del ADN mitocondrial a radicales de oxigeno que se producen en la
fosforilacion oxidativa (Salas, 2007).

f) Tipos de mutaciones genéticas

La definicion de mutacion a partir del conocimiento de que el material hereditario es el
ADN y de la propuesta de la doble hélice para explicar la estructura del material
hereditario, seria que una mutacién es cualquier cambio en la secuencia de nucleétidos
del ADN. La mutacion es la fuente primaria de variabilidad genética en las poblaciones,
éstas pueden ocurrir tanto en las células somaticas como en las células germinales
(Tamarin, 1996).

23




TIPOS

SEGUN LAS CELULAS

DE MUTACIONES

AFECTADAS
SEGUN LA EXTENSION DEL
MATERIAL GENETICO AFECTADO
GERMINALES SOMATICAS l l
-
Slipctana Afsclan & células CROMOSOMICAS GENICAS GENOMICAS
gametos o células somaticas y sus
madre. descendientes. Afectan a la Provocan Alteran el ndmero
Se transmiten a la Afectan al disposicion de genes cambios en la de cromosomas
descendencia. individuo. en el cromosoma. secuencia de tipico de la
Sobre ellas actia No son nucleotidos especie.
la seleccion heredables. de un gen.
natural. No juegan papel
en la evolucion.

| SEGUNSUORIGEN |

\ SEGUN SU EFECTO |

‘ l l FRDVDCJADF(S FPOR
| AL AZAR | AGENTES
\ PERJUDICIALES | \ NEUTRAS | | BENEFICIOSAS |

MUTAGENICOS

FIGURA 11 | Organizacion de los distintos tipos de mutaciones. Obtenida en SlideShare el 1 de
Septiembre del 2016.

Las mutaciones que afectan solamente a las células de la linea somética no se
transmiten a la siguiente generacion ya que estas mutaciones producen alteraciones
exclusivas en el organismo que la presentd; pero desaparece en el momento en que
muere el individuo en que se origind. Sin embargo, las mutaciones en las células
germinales, Ovulos y espermatozoides, pueden transmitirse como rasgos hereditarios
diferenciadores a los descendientes del organismo en los que tuvo lugar la mutaciéon y
tienen una mayor importancia desde el punto de vista evolutivo (Pierce, 2005).

Existen varias formas en las que se puede agrupar a las mutaciones (FIGURA 11), uno de
ellos es con base a los niveles mutacionales, es decir, se clasifican de acuerdo a la
cantidad de material hereditario afectado por la mutacion. Dentro de ésta se haya la
mutacion génica: afecta a un sélo gen, mutacién cromosdmica: afecta a un segmento
cromosomico que incluye varios genes y la mutacion gendémica que afecta a cromosomas
completos (por exceso o por defecto) o a juegos cromosomicos completos (Pierce, 2005).

En cuanto a las mutaciones génicas podemos decir que éstas se dividen en distintos tipos
dependiendo del cambio que se produce en la base afectada; las transiciones o
transversiones, entendiendo por transicion al cambio en un nucleétido de una base purica
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por otra purica o de una pirimidica por otra pirimidica; mientras que una transversion es el
cambio de una base purica por una pirimidica o viceversa (FIGURA 12). Estas producen
mutaciones conocidas como: silenciosas o de sinonimia, en donde el cambio de la base
afectada produce un coddén que determina el mismo aminoacido; de cambio de sentido
conservada, donde el coddn alterado determina un aminoacido quimicamente similar al
codon sin alteracion; de cambio de sentido no conservada, donde se obtiene un codén
quimicamente distinto, y la mutacion sin sentido, la cual determina un codén alterado
indicativo de la terminacion de la cadena.

Dentro de las mutaciones génicas también se pueden encontrar los siguientes dos tipos
de mutaciones: insercion o adicion y deleciones de nucleétidos; hablan acerca de
ganancias de uno o mas nucledtidos (inserciones o adiciones) y de pérdidas de uno o
mas nucleotidos. Ambos tipos tienen como consecuencia cambios en el cuadro o marco
de lectura produciendo cambios en la secuencia de aminoacidos de la proteina codificante
alterando su funcion.
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FIGURA 12 | Mutaciones génicas del tipo transicidn-transversion. Figura de autoria propia.
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g) Polimorfismos

Los polimorfismos se distinguen terminolégicamente de las mutaciones por su frecuencia,
un polimorfismo es considerado como tal cuando la frecuencia de uno de sus alelos en la
poblacion es superior al 1%. Hay varios tipos de polimorfismos (inserciones, deleciones,
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cambios en el nimero de secuencias repetidas) cabe mencionar que la variabilidad
fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la resistencia individual a
distintas enfermedades radica principalmente en los polimorfismos de nucle6tido sencillo
(SNP, del inglés Single Nucleotide Polymorphism) (Checha-Caratechea, 2007).

Los SNP’s pueden estar presentes en regiones codificantes y provocar un cambio en un
aminoacido; a este tipo de SNP’s se les conoce como “no sinGnimos”. Puesto que este
tipo de SNP’s afecta directamente la funcién de la proteina, muchos investigadores han
centrado su atencion en estudios de asociacion genética en este tipo de variaciones
(Botstein, et al., 2003). Asimismo, existen variaciones funcionales que pueden producir
alguna enfermedad o susceptibilidad a ésta, pueden estar localizados en la region
promotora del gen, influenciando la actividad transcripcional del gen (modulando la union
de factores de transcripcién), en intrones (modulando la estabilidad de la proteina), en
sitios de “splicing” (sitios donde ocurre la eliminacion de intrones y unién de exones) o en
regiones intragénicas (Checha-Caratechea, 2007).

Los polimorfismos genéticos pueden ser usados como marcadores para ayudar a
esclarecer ciertos patrones y/o procesos biolégicos. Los estudios de asociacién permiten
identificar genes relacionados con distintas enfermedades; a partir de esto han surgido
pruebas directas e indirectas para el estudio de genes candidatos. En un estudio de
prueba directa, el supuesto SNP responsable de una enfermedad es genotipificado
directamente. El reto de este tipo de estudios es predecir o determinar a priori cuales
SNP’s son los responsables del fenotipo de interés (Checha-Caratechea, 2007). Los
estudios indirectos de asociacion genética difieren de las pruebas directas porque el
estudio de los SNP’s no son probados directamente, pues este tipo de estudios se basa
en un analisis de ligamiento genético el cual utiliza “marcadores neutrales”, y no hace
predicciones sobre la localizacion del gen responsable de la enfermedad en estudio
(Crawford, et al., 2005).

h) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés Polymerase Chain
Reaction) es, sin lugar a dudas, la técnica mas importante y revolucionaria en biologia
molecular, debido a que permite obtener in vitro millones de copias de un fragmento de
ADN a partir de una sola molécula (Serrato, et al., 2014). Esta invencion hizo acreedor a
Kary B. Mullis en 1993 del Premio Nobel en Quimica, debido al gran impacto su uso se
extendid rapidamente a miles de laboratorios, no sélo de investigacién basica, sino
también de diagnéstico clinico.

La técnica de PCR se basa en la replicacion enzimética del ADN, en donde la enzima mas
importante en la replicacion es la polimerasa del ADN dependiente de ADN, comunmente
conocida como ADN polimerasa, es la encargada de incorporar nucleétidos durante la
sintesis de las nuevas cadenas de ADN, pero en este caso durante un ciclo térmico. Este
consiste en ciclos de calentamiento y enfriamiento repetidos de la reaccién de fusion del
ADN (Flores, et al., 2015). Generalmente, la PCR inicia con la desnaturalizacion o
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FIGURA 13 | Modelo de la reaccién en cadena
de la polimerasa (Serrato, et al., 2014).

et al., 2014) (FIGURA 13).

separacion de la doble hélice de ADN
mediante el calentamiento de la muestra a
una temperatura entre 94 y 96 °C para
romper los puentes de hidrégeno que las
unian, de esta manera cada cadena
gueda como molde para la sintesis de una
nueva cadena complementaria de ADN
(Serrato, et al., 2014).

Una vez separadas las cadenas del ADN,
se alinean los iniciadores a sitios
especificos complementarios de las
cadenas sencillas de la regiébn que se
requiere amplificar, para que esto suceda
se baja la temperatura entre 40 y 60 °C lo
gue permite la unién (alineamiento) de los
iniciadores.

Finalmente, se sintetiza una nueva
cadena en sentido 5’ a 3’ para lo cual se
debe incrementa la temperatura, por lo
general a 72 °C, porque es la temperatura
Optima a la cual la ADN polimerasa se une
a los iniciadores y comienza la replicacion.
Estas tres etapas: 1) desnaturalizacién, 2)
alineamiento y 3) extension del ADN, que
se repiten sucesivamente. En cada nuevo
ciclo se amplifica simultaneamente la
region de interés de las dos cadenas
complementarias (Flores, et al., 2015).

Los productos generados aumentan su
concentracion de manera exponencial
porque cada nueva copia sirve de molde
en los ciclos subsecuentes dando origen a
millones de copias del fragmento
seleccionado (Flores, et al., 2015; Serrato,

Los componentes de una reaccién PCR son: el ADN que contiene el o los fragmentos que
se van a amplificar; la polimerasa; los iniciadores (fragmento de ADN de 15-30
nucleotidos que flanquean la regién a amplificar y que aportan el extremo 3’ libre para que
inicie la transcripcion); desoxinucledtidos (ANTPs); cloruro de magnesio (MgCI?) u otro
cofactor necesario para que trabaje la polimerasa y una solucién amortiguadora que
mantenga el pH apropiado para que se lleve a cabo la sintesis (Bohinski, 1991).
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En cualguier PCR es muy importante utilizar siempre un control negativo, para poder
monitorear posibles contaminaciones. También es recomendable usar un control positivo,
gque consiste en una muestra que sabemos amplifica sin problemas bajo las condiciones
establecidas. Este control es muy util para asegurarnos que los reactivos ocupados se
encuentran en condiciones apropiadas (Serrato, et al., 2014; Pierce, 2005).

i) Secuenciacion de fragmentos de ADN

El orden que tienen los nucleétidos en el ADN es lo que se denomina secuencia y las
técnicas y métodos que se utilizan para conocer esa secuencia son llamados de
secuenciacion (De Necochea, et al., 2004)

Conocer el orden de los nucleétidos es una herramienta con infinidad de aplicaciones
porque la diferencia fundamental entre todas las moléculas de ADN que forman el
material genético de los seres vivos es la secuencia de estas cuatro bases nitrogenadas
(Marquez-Valdelamar, et al., 2014). En 1977 surgen dos técnicas modernas de
secuenciacion de ADN: la secuenciacion quimica de Maxam y Gilbert (1977) y el método
que revoluciond a la biologia molecular, la secuenciacién enzimatica de Sanger (Sanger,
et al., 1977).
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FIGURA 14 | Método de secuenciacién por técnica enzimatica (Marquez-Valdelamar, et al., 2014).
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La técnica enzimatica se basa en la interrupcion controlada de la replicacion del ADN in
vitro. Se realiza una PCR del fragmento que se va a secuenciar pero, a diferencia de una
PCR convencional se utiliza un solo iniciador y se agregan dideoxinucleotidos (ddNTPs)
gue carecen del grupo hidroxilo en el extremo 3’ y estan marcados con radiactividad o con
fluoréforos (Méarquez-Valdelamar, et al., 2014) (FIGURA 14). Cuando se incorpora un
dideoxinucleoétido a la cadena en elongacion, se termina su amplificacion, de tal manera
que al final, se tienen fragmentos de diferente longitud, cada uno terminando en un
ddNTPs. Posteriormente, los fragmentos obtenidos, se separan Yy analizan
electroforéticamente de manera manual o automética (Sanger, et al.,, 1977; Bohinski,
1991; Marquez -Valdelamar, et al., 2014) (FIGURA 15).

4 = dNTPs ) I R - y: i r
-::‘N.\h + — t‘ — A
4 = gdNTPs = L4 . €
Molde de — AL - - L
Primer gecusncis
dosconocida "ﬁfz‘ﬂrhl
S =
e}
=
o
= =
—
< andlisis '_E
: = - dutector do liser
fluarescencia

Seceenclador automatico

S U ——

FIGURA 15 | Modelo experimental de secuenciacién automatizada (Marquez-Valdelamar, et al.,
2014).

Desde entonces, este método ha sido utilizado ampliamente en muchas lineas de
investigacion, generando tal cantidad de secuencias que a principios de los ochenta fue
necesario crear bases de datos universales para resguardar la informacion y hacerla
accesible a los usuarios (Marquez-Valdelamar, et al., 2014). En 1982, afio en que se crea
el Gen Bank a través del National Center for Biotechnology Information (NCBI), existian
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mas de 2 000 secuencias y para finales del mes de agosto del 2016 esta base de datos
estaba integrada por mas de 196120831 secuencias.

El analisis de resultados de este tipo de técnica se hace actualmente mediante la
interpretacion de los electroferogramas que son graficos que arroja el secuenciador
después de analizar la electroforesis. Este muestra el orden de las bases a partir de
curvas de fluorescencia, una por cada base, y se puede visualizar en programas como
Chromas y BioEdit que se obtienen de manera gratuita en internet (Marquez-Valdelamatr,
et al., 2014). Es importante revisar los electroferogramas antes de continuar con los
andlisis de la muestra debido a que nos dan mucha informacién, incluyendo la calidad de
la PCR y por ende la confiabilidad de los datos obtenidos. Dependiendo del propoésito del
estudio, lo siguiente es generar hipétesis de homologia de las bases al comparar y alinear
las secuencias entre los organismos secuenciados (De Necochea, et al., 2004). En un
proceso de alineacion de secuencias, el mecanismo basico es simplemente colocar en la
misma posicion a todas las bases. Para esto se utilizan programas de cémputo como
CLUSTAL X que es el mas usado. Esta herramienta se incluye en los diversos programas
de edicién de secuencias como BioEdit.

Una de las grandes ventajas al trabajar con secuencias es que el ADN se encuentra en
todas las células de los organismos y se puede recuperar de tejido vivo o muerto. La
principal desventaja de esta técnica es el costo; sin embargo, los avances tecnoldgicos la
hacen cada vez mas barata, por ejemplo los secuenciadores son cada vez mas precisos y
solo requieren de cantidades minimas de reactivos para obtener un buen resultado (De
Necochea, et al., 2004; Marquez-Valdelamar, et al., 2014).
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i) PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido al gran impacto que ha adquirido la RD en los ultimos afios alrededor de todo el
mundo se han realizado estudios que permitan comprender la relacion que tiene esta
complicacién con la poblacién diabética. Estudios realizados como el de la M.C Saldafa
Rivera se puede evidenciar la presencia de polimorfirmos con una posible asociacion con
el fenotipo de RD, por los cuales se decidio realizar el seguimiento de estos a través de la
presente tesis.

De esta manera el trabajo pretende analizar los resultados obtenidos en conjunto con
dicho trabajo para evaluar la asociacion potencial de polimorfismos en la regién
hipervariable 2 (HV2) de ADN mitocondrial con el fenotipo de un grupo control de
pacientes sanos (n=59) el cual puede ser comparado con un grupo de diabéticos que
presentan retinopatia diabética (n=51) y otro grupo que no la presente (n=59).

k) HIPOTESIS

Si en estudio de los polimorfismos presentes en la region HV2 del ADN mitocondrial con
el fenotipo de un grupo control y con un grupo de diabéticos con y sin retinopatia diabética
se observara una posible asociacion, entonces esta puede ser establecida mediante la
comparacion de las frecuencias que presenten dichos grupos de estudio.

) OBJETIVOS
Objetivo general

e Estudiar la asociacién potencial de polimorfismos en la region HV2 de ADN
mitocondrial con el fenotipo de un grupo control y de pacientes diabéticos con y sin
RD mediante la secuenciacion de la regién HV2 asi como la implementacién de
analisis bioinforméatico y estadistico para determinar dicha asociacion mediante las
frecuencias obtenidas.

Obijetivo particular

e Realizar una comparaciéon de los resultados clinicos obtenidos durante el trabajo
de (Saldafa, 2014) de ambos grupos de estudio.
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ll.  PLAN DE INVESTIGACION

A. TIPO DE ESTUDIO

El estudio presente se considera un estudio genético de asociaciéon, debido a que el
enfoque utilizado para este tipo de andlisis se basa en la comparacion de la frecuencia del
alelo estudiado en pacientes no relacionados con controles emparejados.

B. POBLACION DE ESTUDIOS Y OBTENCION DE MUESTRAS

En el presente estudio se realizé sobre un grupo de 59 individuos los cuales cumplian con
las caracteristicas de un grupo control, mientras que el grupo diabético con el que se
trabajo consta en total de 110 pacientes de los cuales 51 de ellos presentaban RD
mientras que los 59 restantes no tenian RD. Los individuos que participaron fueron
militares y derechohabientes que acudieron a la consulta externa de Oftalmologia en la
Unidad de Especialidades Médicas y a consulta externa en el gabinete de Retina del
Hospital Central Militar en el periodo comprendido de mayo a septiembre de 2013
(Saldafna Rivera 2014).

Conforme a las muestras utilizadas en el estudio estas fueron otorgadas por el
Laboratorio Multidisciplinario de Investigacion de la Escuela Militar de Graduados de
Sanidad las cuales de acuerdo a los criterios que establece el consentimiento informado
cada uno de los individuos participantes fueron informados sobre las complicaciones o
riesgos que pudieran presentarse durante o después en el estudio; ademas se les informo
sobre la privacidad de los datos personales. Su participacion voluntaria se acentué con su
firma en la hoja de consentimiento informado expedira en el afio 2013. Ver anexo 1
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C. DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

A continuacion se muestran los pasos secuenciales de los procedimientos realizados en
la realizacion del proyecto (FIGURAS 16-21).

1. Integridad de
las muestras

ificacid 3. Limpieza de
5. Purificacion
en columna y % | producto PCR

4. PCR de
Secuenciacion

FIGURA 16 | Metodologia general del proyecto de investigacion.
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INTEGRIDAD DE LA MUESTRA

Preparar un gel de agarosa al 2% en un volumen
final 20mL con solucion tampon TBE 0.5X

Teiiir con 1uL de Bromuro de Etidio

Colocar 3uL de muestra + 1ulL de
Homogenizar la mezcla y cargar en el gel de agarosa

Realizar la electroforesis a un voltaje de 90-118V
durante 20 minutos.

|

Capturar la imagen en un transiluminador de luz ultravioleta
Quantum ST5 con uno a dos segundos de exposicion

Analizar la imagen en
VISION CAPTSOFTWARE
de Vilber Lourmat

FIGURA 18 | Diagrama de flujo para la
Reaccion en cadena de la Polimerasa de la

region HV2

FIGURA 17 | Diagrama de flujo de la
metodologia a seguir para la verificacion de
la integridad de muestra.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Colocar en cada tubo de PCR los siguientes reactivos:

-2.5ul Amortiguador de la polimerasa 10X
-2.5ul dNTP's 2mM
-2.5ul Iniciador sentido 10uM
-2.5ul Iniciador antisentido  10uM
-1.5ul MgCl2 50mM
-13.45ul Agua libre de nucleasas
-0.05ul Tag DNA polimerasa GOLDEN 5U/ul

Volumen final 25ul

Meezclar prefectamente y colocar los tubos en el
termociclador, con el siguiente programa:

Desnaturalizacion preliminar del ADN
96°C, 5 minutos
1 ciclo
Reaccion de amplificacion
Desnaturalizacion--> 96°C, 30 segundos
Alineamiento--> 69°C, 30 segundos
Extension--> 72°C, 30 segundos
23 ciclos
Extension final
72°C, 5 minutos
1 ciclo

Realizar la electroforesis a un voltaje de 90-118V
durante 20 minutos. Capturar la imagen en un
transiluminador de luz ultravioleta

Analizar la imagen en
VISION CAPTSOFTWARE
de Vilber Lourmat
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LIMPIEZA DEL PRODUCTO PCR
ExoSAP-IT

|

Colocar en cada tubo de PCR los siguientes reactivos:

-1ul Reactivo ExoSAP-IT
-2.5ul Producto de PCR

Volumen final 3.5l

Meezclar prefectamente y colocar los tubos en el
termociclador, con el siguiente programa:

ler ciclo
37°C, 15 minutos
2do ciclo
80°C, 15 minutos
3er ciclo
4°C, 5 minutos

Verificar que los tubos se encuentre frios

1

Conservar el producto para
el siguiente método

FIGURA 19 | Diagrama de flujo para la
limpieza del producto obtenido de PCR
HV2 por el método de ExoSAP-IT

PCR DE SECUENCIACION

Colocar en cada tubo de PCR los siguientes reactivos:

-2ul Amortiguador BigDye
-1yl BigDye
-2ul Producto de ExoSAP-IT
-1pl Iniciador antisentido  10uM
-2ul Agua libre de nucleasas

Volumen final 8yl

Meezclar prefectamente y colocar los tubos en el
termociclador, con el siguiente programa:

Desnaturalizacion preliminar del ADN
96°C, 1 minutos
1 ciclo
Reaccion de amplificacion
Desnaturalizacion--> 96°C, 30 segundos
Alineamiento--> 50°C, 15 segundos
Extension--> 60°C, 3 minutos
25 ciclos
Extension final
60°C--> 4°C, 5 minutos
1 ciclo

Realizar la electroforesis a un voltaje de 90-118V
durante 20 minutos. Capturar la imagen en un
transiluminador de luz ultravioleta

Analizar la imagen en
VISION CAPTSOFTWARE
de Vilber Lourmat

FIGURA 20 | Diagrama de flujo para
PCR de secuencias de la HV2

35




PURIFICACION EN COLUMNA

Hidratar la columna CENTRI-SEPTM con un
1mL de agua libre de nucleasas

Dejar reposar durante 30 minutos
para una hidratacion total

Centrifugar a 2800rpm por 2 minutos —p»
|

En columna seca agregar 8ul del producto
de PCR-Secuenciacion +
10ul de agua libre de nucleasas

Centrifugar a 2800rpm por 2 minutos,
recolectando el producto en un tubo recolector.

|

Repetir en
Caso exceso

AL producto liofilizado agregar
20ul de formamida. Para la conservacion
del producto evitar exposicion a la luz

FIGURA 21 | Diagrama de flujo para la etapa de purificacion del producto de PCR de
secuenciacion en columna
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D. MATERIALES Y METODOS
i.Evaluacion de la integridad de las muestra de ADN gendmico.

Para evaluar la integridad de las muestras utilizadas, se realizaron electroforesis en geles
de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio usando como solucion tampén TBE 0.5X
(Tris 54g, acido bérico 27.5g y 20ml de EDTA a 0.5M (pH 8.0)) sometido a un voltaje de
90-118V durante 20 minutos (FIGURA 22).

La fotografia del gel se realiz6 en un transiluminador de luz ultravioleta Quantum ST5 con
uno a dos segundos de exposicion, los geles se leyeron con ayuda del programa VISION
CAPT SOFTWARE de Vilber Lourmat.

| VILBER

FIGURA 22 | Materiales utilizado durante la evaluacién de la integridad del ADN mitocondrial. a)
Camara de electroforesis, fuente de poder con voltaje constante, claves corriente. b) Software
Vision-Capt. ¢) Transiluminador de luz ultravioleta Quantum ST5

ii.Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR punto final) para amplificacion de las
regiones hipervariables 2 del ADN mitocondrial

La amplificacion de HV2 se realizo a través de PCR punto final. Donde se utilizaron los
primers que sugiere la publicacion de Butler (2005) para la amplificacion de HV2. Se
puede apreciar las secuencias utilizadas en los primers en la FIGURA 23.
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\

) CTCACGGGAGCTCTCCATGC

SENTIDO:

) CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA

ANTI-SENTIDO:

FIGURA 23 | Secuencias utilizadas para la amplificacién de HV2

Las condiciones a las cuales se efectud la PCR para la amplificacion de HV2 se presenta
a continuacion (TABLA 1), ademéas de que en la FIGURA 24 se pueden observar los

materiales utilizados:

TABLA 1 Condiciones de reaccion para la amplificacion de HV2

., Volumen .,
. Concentracion del . Concentracion
Reactivo requerido para ]
stock final
25ul
Amortlguador de la 10X 2.5, 1X
polimerasa
dNTP’s 2mM 2.5l 0.2mM
Iniciador sentido 10uM 2.5ul 1uM
Iniciador antisentido 10uM 2.5l 1uM
MgCl, 50mM 1.5ul 3mM
Agua bidestilada 13.45l
Tag DNA polimerasa
GOLDEN 5U/ul 0.05ul 0.01U/ul

FIGURA 24 | Material utilizado en la
amplificacion de HV2. a) Kit de
amplificacion GOLDEN: AmpliTaq
Golden, MgCl, Buffer y MgCl, 50mM b)
Kit de dNTP’s .
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Las temperaturas y el numero de ciclos que se usaron para la reaccion de PCR se
muestran en la FIGURA 25.

PCR

Condiciones de Trabajo

|
' |
! |
R ¢ |
|
g | 20" |
| R n'c
|
| 30.’! : 5r
' |
! I
! [
j 69°C !
: 30” '
i |
| |
| [
| |
|
: |
I
: l
; I
| I
I
l' |
""" 1 cicla | 23 ciclos ! 1 cicln
- | - . ==
% Desnaturalizacion inicial Ciclos sucesivos de PCR Extension Final

FIGURA 25 | Condiciones del programa para PCR

ii.  Comprobacion del producto de PCR

Para corroborar el éxito de la amplificacion de HV2 se realizaron electroforesis en geles
de agarosa al 3% tefiidos con bromuro de etidio, usando como soluciéon tampén TBE al
0.5X (Tris 54qg, acido borico 27.5g y 20ml de EDTA a 0.5M (pH 8.0)) sometido a un voltaje
de 90-100V durante 20 minutos. La fotografia del gel se realizé en un transiluminador de
luz ultravioleta Quantum con la ayuda del programa VISION CAPT SOFTWARE de Vilber
Lourmat.

iv.Limpieza de productos de PCR

Con la finalidad de evitar que los remanentes de los primers y de los
desoxirribonucledtidostrifosfato en el producto de PCR interfirieran con la reaccion de
secuenciacion, se los eliminé usando el reactivo EXoSAP-IT (Affymetrix®), que se basa en
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el uso de dos enzimas hidroliticas, una exonucleasa | que degrada los iniciadores
residuales y una fosfatasa alcalina de camarén que hidroliza los dNTP’s excedentes. Las
condiciones a las cuales se efectuaron la reaccion de ExoSAP-IT (TABLA 2), asi como las
temperaturas y el namero de ciclos (FIGURA 26) que se usaron se presenta a
continuacion:

TABLA 2 Condiciones utilizadas para la reaccion de Exo-SAP-IT

Reactivo Cantidad
ExXoSAP-IT (Affymetrix®) 1l
Producto de PCR 2.5ul
Temperaturas

1 ciclo>37°=>15 minutos
1 ciclo>80°=>15 minutos
1 ciclo>4°->5 minutos

EXOSAP-IT

Condiciones de Trabajo

1 ciclo

|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
I
I
I
|
I
|
I

1 ciclo

FIGURA 26 | Condiciones del programa para reaccion ExoSAP-IT
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v.Reaccion de secuencia

La reaccion de secuencia se fundamenté en el método enzimético de Sanger. Se utilizd
BigDye® terminator v.3.1 cycle sequencing kit (Applied Biosystems) (FIGURA 27), que
contiene andlogos dideoxirribonucleodtidos marcados con fluoroforos con espectros de
emision diferentes de la familia dicloro rodamina (dRodamina) que se incorporan a la
hebra creciente de ADN, actuando como terminadores, generando fragmentos de ADN de
diferentes longitudes marcados con diferente color en el extremo 3'. Este sistema incluye,
ademas, una mezcla del resto de los componentes necesarios para llevar a cabo la PCR
(amortiguador de la polimerasa, los cuatro dNTP’s, y la AmpliTag® DNA polimerasa). Las
condiciones para llevar a cabo la reaccion de secuencia se muestran en la TABLA 3.

TABLA 3 Condiciones empleadas para la reaccion de secuencia de HV2

Reactivo Cantidad
BigDye® Terminator (mezcla de reaccién) (AppliedBiosystems) 1l
Amortiguador BigDye® 2yl
Iniciador antisentido (10puM) 1ul
Agua bidestilada 2ul
Producto de PCR sometido a limpieza con EXoSAP-IT 2l
ik

-

FIGURA 27 | Material utilizada para la reaccion de Secuencia. a) Termociclador, b) Reactivo
BigDye® vy c) Tubos de PCR rotulados para la reaccién de secuencia. y ¢) Tubos de PCR
rotulados para la reaccion de secuencia.

La mezcla de reaccion se sometié a diferentes temperaturas y ciclos los cuales se
encuentran representados en el FIGURA 28.
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REACCION DE SECUENCIA

Condiciones de Trabajo

96 °C 96 °C

0

b0 °C 60°C

25 clclos

1 ciclo 1 ciclo

" Desnaturalizacion inicial Ciclos sucesivos de PCR Extension Final

FIGURA 28 | Condiciones del programa para reaccion de secuencia

vi.  Limpieza de los productos de reaccion de secuencia

La limpieza se realiz6 con las columnas CENTRI-SEP™ (Life Technologies™), cuyo
disefio esta basado en el procedimiento de filtracién por gel para la purificacion del ADN,
dichas columnas fueron hidratadas con 1 mL de agua bidestilada, dejando reposar la
columna por 30 minutos. Para eliminar el exceso de agua se centrifugo a 2800 rpm por 2
minutos en EPPENDERT-CENTRIFUGE 5418. Antes de someter el fragmento de ADN
marcado que obtuvimos de la reaccién de secuencia por la columna se procedio a diluir la
muestra con agua bidestilada (10ul). El paso de la muestra diluida a través de la columna
elimina los terminadores marcadores que no se incorporaron a las hebras de ADN
sintetizadas, el exceso de moléculas de bajo peso molecular y el exceso de sales ya que
pueden interferir durante la secuenciaciéon automatizada que es leida por un fluorémetro.

Posteriormente se procedio a evaporar el agua de la muestra mediante un concentrador
centrifugo de vacio (LABCONCO) durante 20 minutos. Después se suspendioé con 20pul de
formamida (HCONH,). Se resguardaron los productos finales en tubos rotulados, en un
cuarto oscuro para evitar el contacto de la luz con la muestra a una temperatura de 3.5°C.
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Vii. Secuenciacion automatizada

Las muestras obtenidas al final del procedimiento fueron transferidas al Laboratorio de
Biologia Molecular de la Divisién de Ciencias Biologicas y de la Salud (CBS) de la Unidad
Iztapalapa, Universidad Auténoma Metropolitana, bajo el cargo de la Dra. Alejandra
Serrato Diaz, las muestras fueron sometidas a la secuenciacién automatizada en un
secuenciador automatico de DNA, ABI PRISM 3100 Avant. Los resultados obtenidos
fueron entregados via electrénica con la aprobacion de la Dra. Serratos.
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.  RESULTADOS

a) Pruebas clinicas

Uno de los objetivos del trabajo estd enfocado en la comparacion de los resultados
clinicos de ambos grupos, tal como se puede apreciar en la TABLA 4 el grupo control no
presenta niveles elevados de glucosa, colesterol y triglicéridos caso contrario al grupo de

diabéticos.

TABLA 4 Caracteristicas clinicas de la poblacion control en comparacion con la poblacion

diabética
Controles Diabéticos Vislleres de
Variable .
(n=59) (n=110) referencia*
Edad (afios) 63.57£9.24 61.08 + 8.86 55-84
Indice de masa corporal 28.53+5.16 27.99 + 4.4 18.5 24
(kg/m?)
Glucosa (mg/dl) 93+ 10.79 144 £ 61.1 70 -99
Hemoglobina 6.05 + 0.70 7.59 £ 1.82 4-56
glucosilada (HbAlc) (%)
Triglicéridos (mg/dl) 144 + 74.51 215 + 103.45 <250
184 +£43.16 195 +40.34 <200

Colesterol (mg/dl)

*Los valores de referencia utilizados provienen de los establecidos en el Hospital Central Militar, Unidad de
Especialidades Médicas-Oftalmologia.
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b) Integridad del ADN gendémico

A continuaciéon se presenta la FIGURA 29 la cual representa los resultados obtenidos
durante la inspeccion de la integridad del material genético de las muestras del grupo control.

1000bp
900bp

600bp

400bp
300bp
200bp

100bp

kb 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

b d d wae

-
1000bp . eemme w W=-S
900bp

700bp
500bp

300bp
200bp

100bp

Date: lunes, 27 de junio de 2016

FIGURA 29 | Electroforesis en gel de agarosa al 2% teflido con bromuro de etidio del ADN
gendmico de individuos control. En el primer carril izquierdo que ambas partes se encuentra el
marcador de peso molecular de 1Kb, posteriormente tenemos las muestras de ADN gendémico
desde el carril 1 al 26 con muestras representativas del grupo control analizadas en el presente
trabajo-
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c) Productos de amplificacion de laregion HV2

Uno de los pasos importantes es la obtencién del producto de amplificacion de la region
HV2, como se puede observar en la FIGURA 30 el fragmento obtenido es de 529pb, un
producto de amplificacion adecuado para el estudio de la region HV2.

1000bp ——>
600bp ———>

- — -— - =]
300bp ....................................;&:..........................................:

200bp

400bp

100bp

529pb

FIGURA 30 | Electroforesis en gel de agarosa al 3% tefiido con bromuro de etidio del producto de
PCR punto final para la regién hipervariable 2 del grupo de individuos control. En el primer carril, de
izquierda a derecha, se encuentra el marcador de tamafio molecular de 1kbp.Control negativo en el

carril 2. En los carriles del 3 al 12 se encuentran los amplicones de HV2 (370 pb) con muestras
representativas del grupo control.
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d) Secuenciacién de HV2

Los resultados obtenidos a partir de la reaccion de secuenciacibn de Sanger son
representados en electroferogramas como el exhibido en la FIGURA 31.

.......

— ‘mamm Selected: none Sample: C26 |File: C-'\Users'pandy_000'Desktop' TESIS RESULTADOS/C26 abl

30 40 50 60 70 80 20
TCTCCXTGCXTTTGGL ATTTTCGT CTGGGGGGTGTGCAC GCGATAGCATTGCGAGACGCTGGA GCCGGAGCACCCTATGT |

o e o

FIGURA 31 | Electroferograma de un fragmento de 80pb de la region hipervariable 2, muestra
C26.

e) Alineamientos Secuencia de ANDERSON (rCSR)- poblacion estudio.

A continuacion se presenta una serie de figuras que dan ejemplo de los principales y
nuevos SNP encontrados en ambas poblaciones, comparando las secuencias obtenidas
de los grupos de estudiados con la Secuencia de referencia de ANDERSON revisada
(rCSR). (FIGURA 32- 37).

'TTTI'|'TTTITTTTITTTTIT'|'TTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTI
a

=l 70 80 50 100 114
ANDERSON ETCTEEEEEETATECACGCGATAGCHT TECGAGACGOTEEAGCCGEAGT:
0130 GTTTGGEEEEEEEEGCACGCGATAGCHMTTECGAGACGCTGEAGCOGGREC!
c128 GTTTTGGGGEGEEEGCALGCGATAGGHTTGCGALRARAGCCGEGGELGGEGEEC!
c127 GTTTGGGEGGEEETGCACGCGATAGCHTTGCGAGACGCTGEAGCCGGRGC!
c125 GTTTTGEGEEGEEGCAAGGCATACCMTTEGEAGACGCEEEAGCIGRREC!
0122 ATTTTGEEGETEGTGCACGCGATAG GEGAGACGCTGEAGGCEGAGCL
119¢C GTTTGGGEGGETGTGCACGCGATAGCHMTTGCGAGACGCTGEAGCLGGRGC:
117 GTTTGGGEGGETCTGCACGCGATAGCHTTGCGAGACGCTGEAGCCGGRGCI
c115 GTCTEEEGEETETGCACGCGATAGCHMTTECEAGACGCTGEAGCIGGAEC:
0112 GTTTGGEEGEETGTGCACGCGATAGCHMTTGCGAGACGCTGEAGCOGGAEC
c111 GTTTGGGEGGETGEGCACGCGATAGCHMTTGCGAGACGCTGEAGCCGGRGC:

FIGURA 32 | Alineamiento de secuencia ANDERSON (rCSR) -Muestras control de HV2. Posicion
de la base 87 sombreada, en donde podemos observar A87d en la muestra C122. Tipo de
alineamiento: ClustalW Multiple Alignment. Programa: BioEdit Sequence Alignment Editor.
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A AN TT ITT 6 6 666 TGET6E C AC 6GC GAT A GF TA 66 G AGCACGE TG 6GA GG GGEA GC 6

Tl

FIGURA 33 | Electroferograma de la muestra C122 (grupo control) donde se aprecia la delecién de
Adenina en la posicién 87 (A87d).

ANDERSON GGGE ATARG TGEC
HVZ 106 |GGGE ATAGS TEC
f
A87d

B

FIGURA 34 | Alineamiento de secuencia ANDERSON (rCSR) -Grupo Diabético sin RD. Sefialado
se encuentra la posicién 87 en la cual se observa la presencia de A87d en la muestra HV2_106; en
la parte inferior se observa el electroferograma que corrobora la ausencia de Adenina.

GTATGCACGCGATAQPCE
GTGTGCACGCGATA

TECELAGRC
TECELAGRAC

A87d

FIGURA 35 | Alineamiento de secuencia ANDERSON (rCSR) -Grupo Diabético con RD. Sefialado
se encuentra la posicidn 87 en la cual se observa la presencia de A87d en la muestra HV2_35; en
la parte inferior se observa el electroferograma que corrobora la ausencia de Adenina.
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ANDERSCN
cl2

MDERSONCTGGGGGGI‘P-I‘G GCEaTH
HVE 45 ETCTGGGT'GI' GCGAT'P;

A

C) Diabéticos con RD

MDERSONGGGGTI-:TG CGLTD
nv2 86 GGEEC GTRRFccenTh

A77d

B) Diabéticos sin RD

FIGURA 36 | Alineamiento de secuencia ANDERSON (rCSR) — Grupos de estudio. A) Grupo
control: Sefialado se encuentra la posicion 77; Parte inferior se observa el electroferograma que
corrobora la ausencia del polimorfismo. B) Grupo Diabético con RD. Sefialado se encuentra la
posicion 77 en la cual se observa la presencia de A77d en la muestra HV2_46; en la parte inferior
se observa el electroferograma que corrobora la ausencia de Adenina en esa posicién. C) Grupo
Diabético sin RD muestra HV2_86; posicion de 77b sombreada se observa la ausencia de adenina
en esa posicién. Electroferograma: linea punteada sefiala la posicién en la cual existe la ausencia
de adenina.
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FIGURA 37 | Alineamientos de secuencia ANDERSON (rCSR) vs Grupos de estudio dirigido a la
posicion de C309.Electroferograma: lineas punteadas sefialan la posicion en la cual existe
C309CCC. A) grupo control: muestra C28, B) Diabéticos sin RD: muestra TQM HV2_8, C)
Diabéticos con RD: muestra HV2_35.
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Existen una serie de datos que nos ayudan a determinar si los alineamientos realizados
son fidedignos, en la TABLA 5 se tienes dichos datos obtenidos de la herramienta
bioinformética BLAST.

TABLA 5 Promedios obtenidos de los resultados estadisticos de los alineamientos con
BLAST.

GRUPOS DE Max Total Query E- %
ESTUDIO score score cover VALUE Identidad
CONTROLES (n=59) 529 529 87% 3E-28 94%
DIABETICOS (n=110) 370 370 91% - 96%

f) Estadisticos de asociacion de las variantes genéticas estudiadas

Por ultimo tenemos los resultados estadisticos de las frecuencias de las variantes
genéticas estudiadas asi como su relacion con el fenotipo de RD; la TABLA 6 muestra las
frecuencias de las variantes en los grupos de estudio, en donde se puede observar un
incremento de lasa variantes A77d y A87d en el grupo de los pacientes diabéticos y en
particular de aquellos son RD. Mientras que la variante C309CCC es mas frecuente en el
grupo control.

En la TABLA 7 se confirma la asociacion de las variantes A77d y A87d como protectoras al
fenotipo de RD vy finalmente la TABLA 8 demuestra la asociacion de las variantes A77d y
A87d al fenotipo de DM.

TABLA 6 Frecuencias de las variantes genéticas estudiadas en los grupos de estudio.

GRUPO DE ESTUDIO A77d A87d c309ccC
CON RETINOPATIA DIABETICA
10/51 (19.6%) 4/51(7.8%) 7/51(13.7%)
(N=51)
SIN RETINOPATIA DIABETICA
32/59 (54.2%) | 17/59 (28.8%) | 10/59 (16.9%)
(N= 59)
CONTROL

0/59 (0%) 1/59 (1.7%) | 27/29 (45.8%)

(N=59)
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TABLA 7 Asociacién de las variantes genéticas estudiadas con el fenotipo de retinopatia
diabética.

GRUPO DE ESTUDIO Frecuencia OR (IC 95%) p
Variante A77D
CON RETINOPATIA
10/51 (19.6%)
DIABETICA (N=51) 0.2058 (0.0871 -
P=0.0003*
SIN RETINOPATIA 0.4865)
32/59 (54.2%)
DIABETICA (N= 59)
Variante A87D
CON RETINOPATIA
4/51(7.8%)
DIABETICA(N=51) 0.2103 (0.0655 -
P=0.0088*
SIN RETINOPATIA 0.6748)
17/59 (28.8%)
DIABETICA (N=59)
Variante C309CCC
CON RETINOPATIA
7/51(13.7%)
DIABETICA (N=51) 0.7795 (0.2733 -
P=0.6414
SIN RETINOPATIA 2.2236)
10/59 (16.9%)
DIABETICA (N=59)

*Diferencia estadisticamente significativa

TABLA 8 Asociacion de las variantes genéticas estudiadas con el fenotipo de diabetes.

GRUPO DE ESTUDIO Frecuencia OR (IC 95%) p
Variante A77D
CON DIABETES (N=110) 42/110 (38.2%)
97.8571 (5.8934 -
P=0.0014*
1624.86)
SIN DIABETES (N=59) 0/59 (0%)
Variante A87D
CON DIABETES (N=110) 21/110 (19.1%) 24.6207 (3.2127 - P=0.0020*
SIN DIABETES (N=59) 1/59 (1.7%) 188.68) '
Variante C309CCC
CON DIABETES (N=110) 17/110 (15.5%) 1.3380 (0.6396 - P=0.4394
SIN DIABETES (N= 59) 27/59 (45.8 %) 2.7990) e

*Diferencia estadisticamente significativa
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IV. DISCUSION

Para poder realizar la valoracion de cualquier fenbmeno o evento es necesario incluir un
grupo control, el cual tiene como objetivo proporcionar un panorama donde se pueda
obtener una comparacion entre los resultados de los grupos de estudio. Los grupos
control cientificos ayudan al investigador a mostrar que el disefio experimental es capaz
de generar resultados que son estadisticamente validos ademas de eliminar las variables
de confusion (Alvarez, 2005). Para determinar el efecto que tiene algn evento clinico o
en este caso el evento genético, el cual esta representado con los SNP presentes en la
region HV2 del ADN mitocondrial, es necesario que se le presenten las mismas
atenciones a ambos grupos.

Las pruebas de laboratorio son un elemento indispensable para prevenir, detectar y
controlar al paciente diabético entre ellas se encuentra la prueba de glucosa, HbAlc,
colesterol y triglicéridos asi como el indice de masa corporal, en un paciente sano estos
parametros deban encontrarse dentro de los valores de referencia (Alvarez, 2005). Uno
de los objetivos del estudio es comparar los resultados de cada prueba clinica realizada
de un grupo control contra un grupo de diabéticos previamente estudiados dentro del
mismo rango de edad. Como se puede observar en la TABLA 4 el promedio de edad de
los individuos se encuentra entre los 63.57 afios de vida un valor aceptable para poder ser
comparado con el grupo de diabéticos (61.08 + 8.86). Por otro lado se les realizé una
bateria de pruebas clinicas para corroborar que dichos individuos se encontraran dentro
de los pardametros de referencia.

Los valores obtenidos de las pruebas de glucosa, triglicéridos y colesterol del grupo
control se encuentran dentro de los valores de referencia, mientras que el grupo diabético
muestra valores incrementados en estas pruebas. En el caso de la evaluacién de los
niveles de azlcar en sangre se obtuvo que en promedio el grupo control presenta
93(x10.79) mg/dl de glucosa y a su vez un 6.5%(+0.70) de Hemoglobina glucosilada.
Ambas pruebas son de suma importancia ya que el aumento de los niveles de glucosa
circulante incrementan la activacion de la cascada de la Proteina Quinasa C (PKCs) en la
vasculatura de la retina desencadenado un aumento de la permeabilidad vascular y
alteraciones en el flujo sanguineo lo que propicia el desarrollo de la RD (Geraldes, et al.,
2009).

Uno de los multifactores que aumenta la probabilidad de que una persona sana desarrolle
DM es la obesidad, para esto se dispone del célculo del indice de masa corporal el cual
nos ayuda a clasificar el grado de obesidad si es que existe. El valor promedio del IMC del
grupo control es de 28.53 (+5.16) kg/m? es cual habla sobre el sobrepeso presente en el
grupo control. Es importante ya que como se ha mencionado con antelacion el sobrepeso
y la obesidad son factores de riesgo para el desarrollo de DM. Para finalizar con las
pruebas clinicas se midié el colesterol y triglicéridos (obteniendo resultados de
144(x74.51) mg/dl y 184(+43.16) mg/dl respectivamente) ya que valores por arriba del
limite superior de los valores de referencia se relacionan con problemas coronarios.
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Estos metabolitos lipidicos son degradados mediante B-oxidacién sinénimo de fuente de
energia. Diversos trabajos relacionan el estrés oxidativo (EO) a la DM puesto que llega a
provocar un disbalance entre los procesos pro-oxidativos y los mecanismos antioxidantes,
favoreciendo a los primeros (Ford, et al., 2003; Hansel, et al., 2004). A dicho fendmeno se
le responsabiliza de importantes dafios que ocurren en las membranas celulares, un dafio
del ADN, trastorno en la expresiéon de genes y disfuncién endotelial (Govindarajan, et al.,
2006). Se ha postulado que el EO produce insulinorresistencia a través de la afectacion
de la fosforilacién inducida por insulina y de la redistribucion celular del sustrato del
receptor de insulina (IRS-1) y el fosfatidilinositol-3-kinasa, reduciendo la expresion del
GLUT-4 y su actividad (Rudich, et al., 1998; Gonzalez, et al., 2009).

Un vez que se ha verificadd que el grupo control no presentaban DM el siguiente punto a
tratar es el estudio de la regiéon HV2 de ADN mitocondrial de cada uno de los individuos
que conforman este grupo ya que la asociacion de los SNP encontrados en esta region
con los de un grupo de diabéticos nos podria indicar un posible efecto protector en el
fenotipo de RD. Primeramente se determind la integridad de las muestras de ADN
gendémico (FIGURA 29), este tipo de valoracién es de suma importancia debido a que nos
revela datos como el estado de degradacién que presentas las muestra y la cantidad de
material genético, este Ultimo aspecto es estimable a partir del grosor de la banda. De
acuerdo a los resultados obtenidos las muestras se encuentran en buen estado y son
aptas para el procedimiento de amplificacion de HV2.

La mayoria de las bandas presentes en la FIGURA 29 muestran un grosor considerable
exceptuando los carriles 11, 12 y 26 en los cuales la presencia de la banda es nula, esto
puede ser consecuencia de varios factores desde un mal manejo en la muestra durante la
preparacion de la mezcla de reaccion, malas condiciones de conservacion de la muestra e
incluso la temperatura en la que se trabaj6. Por otro lado al comparar todas las bandas
con el marcador de peso molecular se reafirma la integridad de ADN dado que las
muestras presentan fragmentos de ADN mayores a 1kb; si el materia genético se
encontrara en malas condiciones esto se podria estudiar en la imagen obtenida de la
electroforesis siendo muy probable que se observen varias bandas de diferentes tamafios
en un solo carril dando una imagen de escalera. Es vital tener muestras de ADN en buen
estado en vista que el objetivo es lograr la amplificacion de HV2 para analizarlo y
encontrar SNP relacionados con RD.

En relacion con la amplificacion de la region HV2 esta se logr6 mediante PCR de punto
final, La region HV2 se encuentra ubicada desde la base 73-340 del ADN mitocondrial
representando un fragmento de aproximadamente 267-268 bases (Terreros, 2010). Es por
esto que la seleccion de los primers es un punto clave para lograr una buena
amplificaciébn. Los primers sugeridos en el trabajo de Butler han sido utilizados
ampliamente para la amplificacion de la regiéon HV2. EL fragmento esperado de la PCR
consta de 529pb tal y como se puede ver en los resultados obtenidos (FIGURA 30). Se
logr6 amplificar exitosamente al total de la poblacion del grupo control, no obstante
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existieron muestras en las cuales de acuerdo al gel de electroforesis no presentaban una
cantidad considerable de material genético como consecuencia fueron eliminadas para el
proceso de secuenciacion.

Conocer el orden de los nucle6tidos en la secuencia del materia genético nos ayuda a
valorar los posibles efectos que tengan los cambios en esta (Marquez-Valdelamar, et al.,
2014). La técnica de secuenciacion es un método altamente preciso y sensible derivado
de esto es critico que los productos de amplificacién tengan un alto grado de pureza para
evitar interferencias de productos no deseados durante el desarrollo y el analisis de la
reaccion de secuenciacion (Marquez-Valdelamar, et al., 2014).

Una vez finalizado el proceso de purificacion de las muestras del grupo control estas
fueron sometidas a la reaccion de secuenciacion por el método enzimatico de Sanger en
la cual se utilizé el primer reverse, ya que los SNP de interés, A77d y A87d, se encuentran
muy cerca del inicio del extremo 5’ de la region HV2 provocando dificultades para obtener
resultados fidedignos. El analisis de resultados se hace mediante la interpretacion de los
electroferogramas obtenidos (FIGURA 31); es importante revisar los electroferogramas
antes de continuar con los analisis de la muestra debido a que nos dan mucha
informacion, incluyendo la calidad de la PCR y por ende la confiabilidad de los datos
obtenidos. (Sanger, et al., 1977)

Los resultados obtenidos demuestran que las muestras fueron manejadas correctamente
ya que no presenta interferencias en las sefiales emitidas lo que facilita la lectura de los
electroferogramas un ejemplo de ello es la FIGURA 31 en donde se tiene una panoramica
de aproximadamente 80pb. Continuando con el propésito del estudio, lo siguiente es
generar hipotesis de homologia de las bases al comparar y alinear las secuencias entre el
grupo control y la cadena de Anderson para poder de este modo identificar los principales
SNP de interés ya antes mencionadas adicionando a C309CCC.

Retomando el objetivo principal del trabajo fue explorar las frecuencias de los
polimorfismos A77d, A87d y C309CCC en los grupos de estudio. Esto como consecuencia
de que en trabajos anteriores se han visto presentes con una frecuencia significativa en
pacientes diabéticos con y sin complicaciones como la RD (Saldafia, 2014) e inclusive se
puede llegar a pensar en un efecto protector otorgado por estos polimorfismos en relacién
con la prevencion o el lento progreso de la RD. Para alcanzar los objetivos la aplicacion
de herramientas bioinformaticas tales como BLAST y BioEdit ayudan obtener resultados
fidedignos (Marquez-Valdelamar, et al., 2014) se empled la primera herramienta para
realizar los alineamientos y obtener datos importantes como los que se muestran en la
TABLA 5.

En general los resultados de los dos grupos apoyan la fidelidad de los resultados debido a
que ambos grupos presentan promedios por encima del 90% cuando se habla de similitud
al genoma mitocondrial humano de acuerdo a la secuencia de referencia de Anderson
(rCSR) ademéas de abarcar un porcidon considerable de la secuencia, de este modo
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aseguramos que los alineamientos cubrian la regién HV2, que van de las posiciones 59 a
la 429 aproximadamente, de acuerdo a la secuencia de referencia de Anderson. El valor
promedio obtenido de E-value fue de 3E-28 el cual sefiala la homologia de los genes
estudiados. En la FIGURA 32 se tiene un ejemplo de alineamiento tipo ClustalW el cual
una herramienta utilizada para alineamientos sencilla, en esta se encuentra sombreada a
adenina en la posicion 87, la muestra control de la regién HV2 C122 presenta la delecion
de estaba base los cual representa a una de las variantes estudias: A87d.

Retomando el objetivo, al valorar las frecuencias de las variantes genéticas estudiadas en
los grupos (TABLA 6) es posible discernir que las bajas frecuencias expresadas en el
grupo de pacientes diabéticos con el fenotipo de RD sugieren que no existe alguna
asociacion entre las tres variantes con dicho fenotipo. En contraste a esto se distinguid
gue las frecuencias expresadas de manera elevada en los pacientes diabéticos sin RD
sugieren la posible relacion de factores protectores para el desarrollo o progresién de
dicho fenotipo. Esto se relaciona directamente con la vulnerabilidad que presenta el ADN
mitocondrial ( de Gémez Poyou, et al., 2012) a las condiciones metabdlicas de la célula
pues al carecer de histonas y estar compactado en forma de nucleoides en la membrana
interna de la mitocondria ocasiona que este tenga una frecuencia de mutaciones de 7 a
10 veces mayor al DNA nuclear. Es por esta razén que la condicién metabdlica en la que
se encuentran los pacientes diabéticos con RD y sin RD proporciona altas probabilidades
de presentar mutaciones en cualquier regibn de ADN mitocondrial, en este caso es
especificamente en la region HV2.

El hallazgo de un posible efecto protector generé el estudio de asociacion entre las
variantes genéticas (A77d, A87d y C309CCC) con el fenotipo de RD. Conforme a los
resultados obtenidos (TABLA 7) es preciso resaltar que existen diferencias significativas
entre las frecuencias los grupos de estudio en lo que respecta a las variantes A77d y
A87d, esto nos indica que ambas variantes son factores protectores para el fenotipo de
RD en pacientes diabéticos. Es importante destacar que la region HV2 es un region
control dentro de ADN mitocondrial por lo cual se debe considerar que en ella se
encuentran los promotores de transcripcién, secuencias de conservacion y el origen de
replicacién, ademas de ser la seccion mas polimorfica de todo el ADN mitocondrial por lo
cual podria ser poco frecuente que se presenten mutaciones de caracter relevante
(Magner, et al., 2015; Kowluru, et al., 2013). Aun asi no se puede descartar la posibilidad
de que dichos polimorfismos se asocien a factores de proteccion para el fenotipo de RD
en pacientes diabéticos lo cual representa que la delecién de adenina en estos hot spots
(Terreros, 2010) pueden llegar a implicar en el ADN mitocondrial el cambio de secuencia
codificante para un proteina, donde puede llegar a afectar de manera positiva el
metabolismo de 6rganos cambiando de forma severa el fenotipo de la enfermedades.

Se debe agregar que las variantes A77d y A87d se expresan con mayor frecuencia en
diabéticos nos da un indicativo de que pudieran estar asociadas a la diabetes,
transitoriamente la variante C309CC se ve expresada con mayor frecuencia en el grupo
control (TABLA 6), lo cual plantea la posibilidad de encontrarnos con una variante
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protectora a la diabetes. Teniendo en cuenta esto se decidié analizar la asociacion de las
variantes con el fenotipo de diabetes, como se puede evaluar en la TABLA 8 las
frecuencias de A77d y A87d son estadisticamente significativas por lo cual se corrobora
gque estan asociadas con la diabetes; entretanto la variante C309CCC no aportd pruebas
significativas de nos indicaran su asociacion a la enfermedad.

Comprender los cambio en el organismo cuando las condiciones impuestas la diabetes
alteran multiples vias celulares mediante cambios a unos pocos elementos esenciales
como el ADN mitocondrial en el desarrollo de la RD, en donde la retina experimenta tanto
el aumento de la produccion y la disminucion de la eliminacion de los radicales libres.
Como consecuencia de la no neutralizacién de éstos el ADN mitocondrial facilmente llega
a ser dafado (Kowluru, et al.,, 2015). Estudios realizados con objetivos similares al
presente han logrado establecer tanto en animales como en sistemas celulares que la
mitocondria de la retina puede ser severamente dafiada en la DM, propiciando la muerte
de la mitocondrial. Especificamente, se han visto en cultivos celulares de retina humana
que la hiperglicemia es capaz de dafiar el ADN mitocondrial a raiz de esto se ha
propuesto a este evento como un evento contribuidor para la degeneracién de las células
capilares de la retina (Xie, et al., 2008).

Algunos estudios han proprcionado evidencia convinvente de que el dafio en el ADN
mitocondrial es un paso clave que conduce a la disfuncion mitocondrial. proponiendo que
la retinopatia se asocia con el contenido circulante de ADN mitocondrial, expresandose un
aumento de este circulaante en etapas tempranas de la RD, mientras quee en la etapa
tardia el ADN mitocondrial circulante disminuye (Malik, et al., 2015). En celulas sanas en
ADN mitocondrial se encuentra fuera del nucleo, en las mitocondrias ubicadas cerca de la
cadena transpotadora de electrones donde se usa como plantilla para transcribir
numerosos RNA mensajeros, requeridos par el funcionamiento mitocondrial idoneo (Malik,
et al., 2012). Debido a su ubicacion el ADN mitocondrial es particularmente susceptible a
sufir dafios por EO, resultando en deleciones, mutaciones en sus componentes. Las
consecuencias del dafio en el ADN mitocondrial pueden llevar a afectar a las celulas en
diferentes formas; una de ellas se presenta si la carga de mutacion excede ciertos limites
establecidos por la estrutura mitocondrial, entonces la celula no sera capaz de mantener
el funcionamiento de la cadena transportadora de electrones resultando en unas
deficiencia de energia para los procesos celulares basicos y de reparacion de la misma
(Malik, et al., 2012; Kowluru, et al., 2015; Xie, et al., 2008) La retina es el tejido con mas
demandaa energetica en todo el organismo por lo cual es sumamente suceptible a las
deficiencias bioenergeticas (Malik, et al., 2015).

Para concluir los polimorfismos tales como las variantes estudiadas se ubican en su
mayoria en la regién control del ADN mitocondrial, los polimorfismos presentes en las
regiones hipervariables se dan principalmente por transiciones o transversiones y
deleciones de bases (Kline, 2005). Es por esto que el estudio de asociacién de las
variantes seleccionadas en este trabajo nos brinda informacién relevante en la cual se
puede destacar que efectivamente existe una relacion entre dos de las variantes a la
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diabetes y que ambas llegan a cumplir la funcién de efecto protector en la RD abriendo el
panorama a futuras investigaciones relacionadas con el papel que pueden llegar a ejercer
estas variantes en el fenotipo de la RD.

V. CONCLUSION

A lo largo de la presente investigacion se abordé la importancia que tiene la RD como una
complicacién microvascular de la DM. Su desarrollo se le atribuye al EO al que se
encuentra expuesto el organismo debido a la hiperglicemia. Al ser la retina el tejido con
requerimientos elevados de energia la mitocondria asume un papel importante, pues el
EO puede llegar a dafiar su tejido e incluso su material genético. Se observéd que en los
dltimos afos han surgido estudios que abordan a los polimorfismos en el ADN
mitocondrial como un factor relevante en la RD, justificando la realizacidon del presente
trabajo.

Como resultado del estudio de asociacion presentado se observé que los 3 polimorfismos
estudiados (A77d A87d y C309CC) fueron diferentes entre los grupos de estudio. De
forma interesante se encontré que dos de los polimorfismos (A77d y A87d) se asociaron a
diabetes y ademas de relacionarse a un efector protector para el fenotipo de RD. Como
consecuencia de ello se afirma que es posible establecer la asociacion de polimorfismos
presentes en la region HV2 del ADN mitocondrial y el fenotipo de un grupo control de
pacientes sanos como pacientes diabéticos con y sin RD mediante la comparacion de las
frecuencias que presenten dichos grupos de estudio. Ademas se analizaron las
diferencias entre ambos grupos de estudios mediante los resultados de pruebas clinicas
(Saldafia, 2014) donde se confirmo la condicion diabeticas de los pacientes asi como la
condicion del grupo control.
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ANEXOS

ANEXO 1

SALDANA RIVERA

SECRETARIA DE LA DEFENSA HACIONAL
UMIVERSIDAD DEL EJERCITO ¥ FUERZA AEREA

ESCUELA MILITAR DE GRADUADODS DE SANIDAD
UNIDAD DE ESPECIALIDADES MEDICAS-HOSPITAL CENTRAL MILITAR

TRABA]O DE INVESTIGACION: “"ASOCIACION DE LOS HAPLOGRUFOS DE ADN
MITOCONDRLAL CON EL RIESGO DF DESARROLLAR RETINOPATIA DIABETICA EN
PACIENTES COM DIABETES MELLITUS TIPO 2 EN LA POBLACION MEXICANA®

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION

DATOS PERSONALES

Mombre:

Matricala: Cexn: Edad: R

Domicilio:

Teléfono:

Heombre de la persona gue recibid la snformacidn y da &) consentimiento: S

Wombre del procedimiento: Cepillado de mucosa oral.

Datos de guien realizd &] procedimiento:

Myz. M. C. Elsa Saldafia Rivera (C.P. S805385).

Ezoaela Militar de Graduados de Sanidad, Laboratorio Multidisciplinario de Inwestigaciém,
Calke Cerrada de Palomas, S/N. Col Lomas de Zan Isidra, DLE.

Tebifono: 55400759, extensiones 2y 7.

Proipasity del estudice Evaluar la potencial asociacidn =ntre bos baplogrypos de ADN
mitooondrial y €l riesge de desarrollar Reticopatia Diabética en pacientes con Diabetes
Mellitus tipo 2 en la poblaciSn mexicana.

Ricsgos ¥ Complicaciones: Laceracifo de la mucesa, hemorragia leve, infeccién

fucepto que se me realios el procedimiento: 5 [ ] Ho ]
POR LO TANTO, CON ANOTACION VERBAL Y ESCRITA:

1. eclaro de forma libre v woluntaris sin existir ninguna presidn fsica o maoral
sobre mi persona, gue he comprendido las explicackones gue se me han
proporcicnado, & propisite v los riesgos del procedimients, aclarando las
dudas que he planeado. A si mismoe declars gue he leido ¥ comprendida
tatalmente @ consentimiente ¥ los espacios en blanco que han sida llenados

antes de firmar,
A la vuelta...

CONSENTIMIENTO INFORMADO UTILIZADO POR LA MAYOR M.C. ELSA
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De la veelta...
POR LO TANTO, CON ANOTACION VERBAL ¥ ESCHRITA:

1 Declaro de forma libre v voluntaris sin existir ninguna presidn fisica o moral
sabre mi persona, gue he comprendido las explicaciones gue e me han
propordionado, e propdsito y los riesgos del procedimiento, aclarando las
dudas que he planteado. A & mismo declaro que he leido ¥ comprendido
totalmente el consentimients v los espacies en blanco que han sido llenades
antes de firmar.

2. Estoy enteradofa) de gue en cualguier momento ¥ sin necesidasd de dar
explicacidn puedo revacar el copsentimiento que otorgo.

AUTORIZD QUE 5E ME [LE] REALICE EL PROCEDIMIENTO DENOMINADM CEPILLADQ
ME MUCOSA DRAL

En:
Lugar Fecha Hara
Nombre ¥ firma de la persona guee dio el Mombre, firma ¥ matricula de quien
oansentimisnta realiza el procedimienta
TESTIGDS
Mombre ¥ lirma Mombre y Llirma

L sk iy vt e v wren prm gl e rmis v mde v A mrmad e e et e ke vl ik e sl v o e e B
Crm ol e Com kel o 1 s o o i o ke Ll e o v e ekl B e il o rm el (34w Frplem e e
il v o e e o o e ey rbdd d e d e re g el -l B i ol i rhken b e - rembme WP @ EE a1 A
g i e vl brw el = okl el i e e el rmbma o ru b e b e e A Pl

Jrrrm e o] b P - el o oy v e ey e ik e el el el el o e b b e ey el L e el
e v o oy e e e o e il e ey e e e e e L e e e - e ks e v e s o p e b e e e

Ermrrad drCmsdsbeed el lopor v g e A | vl pden e b vide e vl d rerree s e el s D b e S rde U B e E ol md oy d r Ee bl Lo d e
o abirw Bl L e (W ndpm 1 o3 B L i o b ol e skl e o el o o o e e w3 e e e vl
B e T T [ S N P e s S T TR T T P '
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