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Resumen

5. RESUMEN.

La Diabetes mellitus es un término bastante general empleado para describir un grupo de
enfermedades metabdlicas que c onducen a una hi perglucemia pr olongada, q ue esta
asociada a un dafio a largo plazo de los 6rganos, su disfuncién y subsecuente falla. La
diferencia en los factores que determinan el desarrollo de ésta formala base parasu
clasificacion c omo DM -lyD M-Il. El progreso del a diabetest ipo2 esta dado

principalmente por dos mecanismos patogénicos: un progresivo deterioro de la funcion de
las ¢ élulas pancredticas productoras dei nsulina y, una resistenciade los tejidos

periféricos a ésta, que da como resultado un descenso de la respuesta metabdlica.

Este es un padecimiento metabdlico multifactorial influenciado por un conjunto de factores
genéticos, determinantes metabdlicos, caracteristicas demograficas y factores de riesgo
relacionados al estilo de vida y al ambiente que se ha convertido en la epidemia del siglo
XXl, con un al armante pronéstico de i ncremento en s u incidencia en toda | a poblacion

mundial a futuro.

Dentro de los factores genéticos causantes de un desorden metabdlico se ha identificado
el pol imorfismo de m tDNA T 16189C ¢ omo un “ hotspot” par a | a det erminaciéon de | a
resistencia a la insulina, obesidad y finalmente el desarrollo de la Diabetes mellitus tipo 2,
establecido unicamente en los grupos étnicos europeo y asiatico. Dado el hecho de que la
poblaciéon mexicana es una de las mas afectadas por este padecimiento, en el presente
estudio s e llevé ac abo el analisis de | a frecuencia de es ta v ariacion en el g enoma
mitocondrial, con la finalidad de conocer la posible asociacion entre la presencia de esta
mutacion y | a enf ermedad, haciendo us o de | as t écnicas de P CR de punt o finaly la
secuenciacion de S anger, de terminando adem as el hapl ogrupo de ¢ ada m uestra
procesada y asi poder resaltar la probable influencia de alguno en especifico. A su vez, se
llevé a cabo un analisis comparando datos bioquimico-antropométricos q ue pudiesen

destacar estando asociados a la presencia del polimorfismo.

Los resultados obt enidos dem ostraron que existe una r elacion entre la presenciade | a
variacion T16189C y el desarrollo de la enfermedad con respecto a | os valores elevados
de TAG’s, ademas de una posible influencia de los demas analitos. También, se vio que
los haplogrupos A y C predominaron ante la ausencia de la mutacion, mas no en cambio

los haplogrupos B y H.
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Introduccion

6. INTRODUCCION.

6.1. Mitocondria

6.1.1 Generalidades

Existen dos tipos distintos de células: las procariontes y las eucariontes. De acuerdo a
sus caracteristicas bioquimicas, actualmente se aceptan tres grandes dominios que
agrupan a los seres vivos: Bacteria, Archaea y Eukarya; agrupando los dos primeros a
procariontes unicelulares y coloniales y el ultimo a t odos los organismos constituidos
por células eucariontes (Curtis, 2008). Las diferencias fundamentales entre estos dos
tipos celulares, recaen en la presencia o ausencia de una env oltura nuclear que rodee
al material genético, la conformacion lineal o circular de éste, asi como la participacion
de estructuras delimitadas por membranas dentro del citoplasma que realicen distintas

funciones celulares especializadas, llamados organelos.

Para poder ex plicar el or igen de al gunos de es tos or ganelosc omol os onl as
mitocondrias y los cloroplastos, y por ende, el surgimiento evolutivo de los eucariontes,
la i nvestigadora es tadounidense Ly nn M argulis pr opuso | a t eoria endos imbiética, | a
cual parte de | aidea que una c élula anaer dbica fagocité a otra mas pe quena de
caracteristicas aer obicas, s obreviviendo és ta dent ro del c itoplasma de | a pr imera
(Figura 1).

célula eucaridtica
ancestral

[ - o
membranas { célula eucaridtica
internas tempranza

| |, nideo

! mitocondria con

! doble membrana
bacteria

Figura 1. Origen hipotético de la mitocondria de acuerdo a la teoria endosimbiética de Lynn Margulis.
(Alberts, 2008)
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Esta simbiosis internalizada surgida tras varias generaciones en las que la tasa de
division de am bas c élulas f ue pr acticamente | a m isma, t iene pr obablemente s u
justificacion en que, al hallarse el anaerobio en condiciones 6ptimas para su desarrollo
consumiendo la gran cantidad de metabolitos disponibles en el citoplasma ademas del
oxigeno, éste genero a su vez grandes proporciones de energia las cuales beneficiaron

enormemente a los procesos metabdlicos de su hospedador anaerdbico.

Estudios posteriores sustentaron esta idea por el hecho de varias similitudes entre las
mitocondrias y las células procariontes, como lo son su tamafo aproximado, que éstas
contienen su propio cromosoma circular compuesto de DNA sin proteinas, la presencia
de ribosomas, que és tas s intetizan s us pr opias pr oteinas, s u ¢ apacidad d e c recer,
duplicar su genoma y reproducirse de forma independiente y que estan delimitadas por
dos membranas s eparadas a ¢ omparacion de otros organelos que s 6lo poseen una
(Audesirk, 2003).

6.1.2 Estructura y funciones

La m itocondria, del griego mitos (filamento)y chronos (granulo), es un or ganelo
semiautonomo que se encuentra en el citoplasma de | as células eucariontes y en el
cual r eside el m etabolismo ox idativo de és tos. G eneralmente, pos een unaf orma
elipsoide con dimensiones de 0.5 x 1 um, con la apariencia similar a la de una bacteria,
aunque varian en forma y tamafo, en funcién de su origen y estado metabdlico (Voet,
2007).

Estas estan limitadas por una membrana exterior uniforme, junto con otra interior
invaginada ex tensamente. E stas i nvaginaciones ¢ onocidas ¢ omo c restas ( del | atin
cristae), reflejan el grado de ac tividad respiratoria de | a célula. La membrana interna
rodea el espacio llamado matriz, mientras que la externa esta en contacto estrecho con
el citoplasmay entre a mbas membranas, s e encuentra el es pacio i ntermembranal

(Ross, 2008), como se puede apreciar en la figura 2.

La membrana mitocondrial externa (MME), que tiene de 6 a 7 nm de grosor, contiene
muchos canales aniénicos dependientes del voltaje, también llamados porinas

mitocondriales, los cuales son permeables a moléculas sin carga de hasta 5000 Da. A
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su vez, posee receptores para proteinas y polipéptidos que se traslocan hacia el
espacio intermembranal. También contiene varias enzimas, como lo son la fosfolipasa
A,, m onoaminooxidasa (MAO) y ac etilcoenzima A ( CoA) sintetasa. Por su parte, |a
membrana mitocondrial interna (MMI) es mas delgada aunque debido a sus multiples
crestas au menta de forma s ignificativa s u superficie. E n el la, abunda el fosfolipido
cardiolipina, que le confiere la propiedad de ser impermeable a los iones. Ademas de
ésta, es tan c ontenidas proteinas c on tres di ferentes funciones pr incipales: pr oducir
reacciones de ox idacion de |l ac adenar espiratoria del t ransporte de el ectrones,
sintetizar ATP y, regular el transporte de m etabolitos dentro y fuera de la matriz. En
esta misma membrana, se encuentran unidas las enzimas ATP sintetasa,
denominadas par ticulas el ementales, ¢ uya es tructura es ta di rigida ha cia | a m atriz

llevandose en éstas la fosforilacion oxidativa.

Membrana mitocondrial interna
* cilocromos

= deshidrogenasas

« flavoproteinas

Espacio intermembrana

Membrana

mitecondrial externa S N . e
Granulos - W,
de la matriz Tt )

Matriz e PP o
Cresta i, fe

Membrana de una cresta R y

110 nm) —

L LEAdiide pr—
I Y e
/ g

Particulas elementales
{ATP sintetasa)

Figura 2. Estructura de la mitocondria. a. Micrografia electronica. b. Representacion esquematica con sus
componentes. (Ross, 2008)

15



Introduccion

Comoy a s eindicd, el es pecioi ntermembranal s e hal la ent re a mbas m embranas
mitocondriales. Este contiene enzimas especificas que emplean el ATP generado en la
interna. Otras enzimas que destacan son la creatincinasa, la adenilatocinasa y el
citocromo C , t eniendo és te ul timo papel i mportante en el i nicio de | a apopt osis.
Finalmente, la matriz mitocondrial contiene las enzimas solubles del ciclo de Krebs y
aquellas que participan en la B-oxidacién de los acidos grasos. Dentro de los productos
principales se tienen el CO, y NADH reducido, que es la fuente de el ectrones para la
cadena de t ransporte el ectrénico. Los granulos matriciales, s on cuerpos dens os que
almacenan Ca*" y otros cationes divalentes y trivalentes, confiriéndole asi la capacidad
a la mitocondria de regular la concentracion idnica en la matriz citoplasmatica, debido a
que éstas | os acumulan en ¢ ontra de un gradiente de ¢ oncentracion ( Ross, 2008).

Asimismo, la matriz contiene al DNA mitocondrial, ribosomas y tRNA.

Para que | as funciones pr eviamente mencionadas s e | leven a ¢ abo, | a m itocondria
debe c ontener s istemas de t ransporte es pecificos q ue per mitan di chos pr ocesos.
Dentro de estos, se tienen a la traslocacion de ADP-ATP, exportacion de oxalacetato y
acetil-CoA, movilizacién de P; y Ca?, transporte de electrones, asi como las lanzaderas
para NADH.

6.1.3 Metabolismo
6.1.3.1 Ciclo de Krebs

También conocido como el ciclo del acido citrico, es una via metabdlica ciclica que
tiene lugar en la matriz mitocondrial y en la cual se oxidan los restos acetilo hasta
diéxido de ¢ arbono, t eniendo c ualidades anf ibdlicas, es decir, con funciones t anto
catabdlicas ¢ omo anab dlicas. E ste, ¢ onvierte en ac etil-CoA al piruvatoq ue e s
transportado des de el c itosol hac ia e | interiordel a m itocondria graciasal a
intervencién catabdlica del complejo piruvato deshidrogenasa (PHDC). Este a su vez
sufre cambios estructurales tras una serie de reacciones, pasando por el oxalacetato,
citrato, isocitrato, a-cetoglutarato, succinil-CoA, succinato, fumarato y finalmente
malato, con el cual se completa el ciclo. Asi como hay la participacidén de una serie de

enzimas q ue i ntervienen enr eacciones de de shidrogenacion, des carboxilacién y
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oxidacion, por mencionar algunas, también tiene lugar la obtencién de e quivalentes
reductores, o dicho de otra forma, intermediarios de alta energia (NAD, NADH y FAD,
FADH;) que son empleados para generar ATP, asi como la liberacion de productos

metabdlicos, como lo es el CO..
6.1.3.2 B-Oxidacién

Esta oc urre pr incipalmente en| a m atriz m itocondrial, t ras | a ¢ onversién en el
citoplasma de los acidos grasos en acil-CoA, que es la forma activada de éstos. El
primer pa so, consiste e n | a des hidratacion de los ac idos gr asos ac tivados en | os
carbonos 2 y 3, con la consecuente formacion de un derivado insaturado. Seguido de
esto, se adiciona una molécula de agua para posteriormente sufrir una
deshidrogenacién en el C-3 para formar la B-cetoacil-CoA. Finalmente, esta molécula
es hidrolizada generando acetil-CoA y acil-CoA acortada. La de gradaciéon completa
de los acidos grasos con cadenas largas, requiere la repeticion de este ciclo varias
veces, transfiriéendose |os equivalentes reductores en és te caso a una flavoproteina
transferidora de el ectrones (ETF) o al a ubiquinona (coenzima Q ), | os c uales son
componentes de | ac adena respiratoria. Por otra par te, al s er éstos moléculas
grandes requieren de un sistema de transporte especifico de grupo. La lanzadera de
carnitina consiste en la transferencia por parte de la carnitina-acil-transferasa a la
carnitina, la cuala suvezlos transportaenla MMI. De ésta, a suvez se obtienen
ciertas cantidades de NADH y FADH,.

6.1.3.3 Cadena respiratoria y fosforilacion oxidativa

La cadena respiratoria forma una parte de la fosforilaciéon oxidativa, catalizando el
transporte de el ectrones desde el NADH+H" o desde |a ubiquinona reducida (QH,)
hasta el oxigeno molecular (O.), siendo esta reaccion altamente exergénica debido a
la di ferencia de pot enciales de ox idorreduccion. E sta c adena es ta formada por 5
complejos proteicos | ocalizados en | a MMI (tabla 1), en donde | os primeros c uatro
reciben | os el ectrones del ¢ atabolismo d e carbohidratos, grasasy pr oteinas,
generando un gradiente de protones a través de esta membrana. Los complejos | y I,
recolectan es tos el ectrones, t ransfiriéndolos al osl1ly I V. Almismotiempo, | os
complejos |, 11y |V utilizan | a ener gia en la t ransferencia de | os el ectrones par a

bombear p rotones a través de és ta misma, p roduciendo el gradiente el cuale s
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aprovechado por el complejo V para la produccién de ATP a partir de ADP y fosfato

inorganico. Finalmente, éste ATP es traslocado desde la mitocondria al citoplasma.

Tabla 1. Complejos proteicos de la MMI

Complejo Enzimas
NADH deshidrogenasa
Ubiquinona oxidasa
Succinato deshidrogenasa
Ubiquinona oxidoreductasa
i Ubiquinona citocromo C oxidoreductasa

v Citocromo C oxidasa
V ATP sintasa
Espacio
Piruvato Acil-CoA Lanzadera de img ‘.
| | //_ G \ membranal
( I — ' N
lones de calcio {
citoplasmatico . Acil-CoA Ciclo de la
£ Piruvato L. . fiian
1 e Ty
B T J Urea
| - — =_. 2-" NH_:.‘
E-Oxidacidn j
of oo | p-oxidacio
LT e~ .'_' |
v Y. 4 /
Aceti-Cod = == HCOs
ADP
Coy Ciclo de
Coz Krebs / E%
ETF f (
\r J Hzl:] H+ E
5 b B
00
H ] Cadena respiratoria | @ ATP
v

Membranainterna | Sintesis de ATP |
L H®  H® HO-\ ——» H® /

LY
Membrana Externa 05

Figura 3. Funciones metabdlicas de la mitocondria. (Koolman, 2002)
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6.2 DNA Mitocondrial

6.2.1 Generalidades

La mitocondria es el Unico organelo en mamiferos que posee su propio genoma. Sin
embargo, | as funciones m itocondriales r equieren de pr oteinas c omplementarias por
parte del nucleo celular. Como se plante6 en el capitulo anterior, ésta tuvo su origen a
partir de una a-proteobacteria, y al establecerse la relacion simbidtica con la célula
eucariotica primitiva, tuvo lugar una reorganizacién de los dos genomas con funciones
definidas (Dakubo, 2010). Una gran variedad de los genes de la a-proteobacteria
fueron transmitidos a | os cromosomas nucleares, de tal modo que actualmente ~1500
del aspr oteinas m itocondriales funcionaless onc odificadas n uclearmente,
translocadas al c itosoly s ubsecuentemente internalizadas en| a m itocondria. E |
genoma mitocondrial restante (Figura 4) contiene 37 genes, 24 acidos ribonucleicos (2
ribosomales y 22 R NA’s de t ransferencia) que participan en | a sintesis de pr oteinas
mitocondriales, y 13 genes polipeptidicos que complementan los productos codificados
en el nuc leo nec esarios par a |l a ac tividad de | a c adena r espiratoria, | 0s c uales s e

detallan en la tabla 2.

Cadenapesada
ND5
DNA Mitocondrial !
Humano | Lg
(16,569 pb) | sS4
,||1 H
5 .ll .'I
Cadena ligera /f NDd
e
R
ND4L
—_—_F".i-" G ‘
cout
ATPase

Figura 4. Mapa genoémico del DNA mitocondrial humano.
(Adaptacion de Kyriakouli, 2008; www.nature.com)
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El mtDNA es una molécula circular compacta de DNA de doble cadena compuesta de
16,569bp. Las dos cadenas tienen diferente contenido de G-C lo que les permite ser
separadas en dos densidades por un gradiente de desnaturalizacion; una pesada y rica
en purinas o cadena H, y una ligera y rica en pirimidinas o cadena L. Con la excepcion
de NDG, la cadena H codifica para todos los polipéptidos, los dos rRNA’s y 14 tRNA’s,

mientras que la cadena L contiene los genes para ND6 y los 8 rRNA’s restantes.

Tabla 2. Genoma del DNA mitocondrial

ND1 - ND6 y NDAL Codifican las 7 supunldades del
complejo |
Cytb Codifica para una_subunldad del
complejo lll
Genes estructurales o .
Codifican para tres subunidades
COl - coll .
del complejo IV
ATPG y ATPS Codifican para dos §ubun|dades
del complejo V
rRNA’s 12Sy 16S Forman pa}rte de Iqs ribosomas
mitocondriales
F! V! L! I’ M’ W’ D’ Kl G! R!
RNAs HS T Cadena H (nomenclatura de aa)
P,E,S,Y,C,N A Q Cadena L (nomenclatura de aa)

Esta molécula también posee dos regiones no codificadoras. Abarcando desde la
posicién 16,024 a la 576 de nucledtidos y flanqueada por el tRNA™ y tRNAP®, es una
region control no c odificadora de 1, 121pb o bucle de des plazamiento (D-loop), la cual
es bastante variable en algunas regiones y alberga importantes elementos regulatorios
para la replicacién, transcripcion y conservacién del mtDNA. Estos, incluyen los
promotores de | as cadenas pesaday ligera (Py y P L), el origen de replicacion de | a
cadena pesada (Oy) y los sitios de union de factores de transcripcion, tres bloques de
secuencias altamente conservadas (CSB I, Il y Ill) importantes en la generacion de
oligonucledtidos par a l a r eplicacion de | a c adena pes ada, a si como | as s ecuencias
asociadas a | a terminacion (TAS’s) que detienen prematuramente |la replicacion para
producir un DNA 7S en el D-loop (Walberg, 1981).

Asi mismo, dentro del D-loop s e enc uentran r egiones al tamente pol imérficas mejor
conocidas como regiones hipervariables | (HV-I), Il (HV-II) y Il (HV-II). A su vez, en la

HV-II se halla una region homopolimérica de citocina conocida como D310. El segundo
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segmento no ¢ odificador del genoma m itocondrial es de apr oximadamente 30
nucledtidos de longitud, localizado a dos tercios del Oy. Esta region contiene el origen

de replicacion de la cadena ligera (Oy).

6.2.2 Mecanismos hereditarios

ElI DNA de este organelo citoplasmatico es heredado de forma no mendeliana, directa y
exclusivamente por linea materna (Giles, 1980), es decir, por parte de las mitocondrias
propias del oocito a partir del cual todo mamifero se desarrolla. Este patron de herencia
se denom ina g eneralmente ¢ omo “ herencia uni parental”, pa rticularmente det ipo
materno. Pese a que en mamiferos las mitocondrias paternas derivadas del
espermatozoide normalmente entran al citoplasma del oocito después de la fertilizacién
y coexisten temporalmente en el cigoto junto a un exceso de mitocondrias maternas,
aquellas de origen paterno y su DNA son eliminadas selectivamente y por ende, nunca

transmitidas a la descendencia, mediante dos probables mecanismos (Sato, 2013).

Una de las teorias plantea de acuerdo al modelo de “dilucion simple”, que el mtDNA
paterno, al presentarse en una ¢ antidad de c opias bastante menor, es diluido por el
exceso de DNA del oocito y consecuentemente es muy dificil de detectar por parte de
la des cendencia. P or o tro | ado, en el m odelo de “ degradacion ac tiva”, el m tDNA
paterno o las propias mitocondrias son selectivamente degradados, ya sea antes o

después de la fertilizacion, para prevenir su transmisién a la siguiente generacion.

lisosomas)
segmento

intermedio

: : citoplasma de oocito fertilizado
mitocondria
y mtDNA / MO ’L’\ degradacion
GOy —| " R- Ui

Figura 5. Mecanismo de eliminacion de mtDNA en mamiferos. (Sato, 2013)

En mamiferos, la degradacion de |as mitocondrias paternas parece estar regulada por

multiples mecanismos dentro de los cuales se incluye el marcaje de éstas por
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ubiquitinacion teniendo a su vez este proceso como blanco una proteina de la
membrana mitocondrial i nterna | lamada pr ohibitina, | levando es to a | a degr adacion
selectiva por proteosomas y/o lisosomas (Schwartz, 2003), como puede observarse en

la figura 5.

Cada célula humana diploide contiene miles de copias clonales de mtDNA. En estados
de salud o en la ausencia de mutaciones somaticas, todas estas son iguales tal y como
fueron heredadas por la madre. Este estado de genomas mitocondriales poliploides en
una c élula en particular ot ejido s e r efiere c omo hom oplasmia ( poblacion c lonal de
mtDNA). Con el envejecimiento normal o en estados de enfermedad, algunos genomas
mitocondriales s ufren mutaciones, | 0 que al azaros electivamente i ncrementa | as
variadas proporciones en tejidos afectados. La coexistencia de m oléculas de m tDNA
tanto mutantes o de tipo salvaje en las células o tejidos es llamada heteroplasmia, la

cual se asocia a enfermedades mitocondriales.

Dos mecanismos pueden llevar a cambios en |la carga mutacional en células humanas
(Bandelt, 2006) . A diferencia del D NA nuc lear, el mtDNA es des truido y r eplicado
continuamente, siendo su replicacién considerada como “relajada” debido a que ocurre
de forma i ndependiente del ciclo c elular mientras q ue | a c antidad total de és te se
mantiene constante. Esto, junto con la reparticiéon inequitativa del mtDNA mutado y de
tipo salvaje por |a segregacién vegetativa que ocurre en ¢ ada divisién celular lleva a
cambios en los niveles de heteroplasmia, en tejidos postmitéticos (nervioso y muscular)

y en aquellos proliferativos (sanguineo), respectivamente.

Se podria pensar que todas las mutaciones en el mtDNA acumuladas a lo largo de la
vida de un i ndividuo como resultado de las agresiones a | as cuales esta expuesto el
material genético por el metabolismo dentro de la mitocondria tendrian que heredarse y
transmitirse a las siguientes generaciones. Sin embargo, esto no sucede ya que se ha
demostrado que los gametos femeninos (oocitos) contienen mitocondrias inusualmente
pequeiasy s imples que es tans uprimidas p aral at ranscripcidén, transporte de

electrones y produccion de r adicales libres, a d iferencia de | os g ametos m asculinos
(espermatozoides)y | asc élulass omaticasdea mbos sexos, quec ontienen
mitocondrias que si realizan todas estas funciones de forma normal (de Paula, 2013),

indicando ésto que las mitocondrias del oocito sirven principalmente como pl antillas
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genéticas y este mecanismo tiene el propdsito de aumentar la fidelidad en la herencia

del mtDNA materno.

6.2.3 Regiones hipervariables

Como ya se mencion6 anteriormente, el D-loop contiene tres regiones cortas (Figura 6)
las cuales, a ¢ omparacién del resto del genoma, pos een en | a poblacién un ni vel
altamente v ariable en s us s ecuencias. E stas, fueron des critas y nom bradas ¢c omo
regiones hipervariables por primerav ez por G reenberg en 1983, trasr ealizar| a
clonacion de esta region c ontrol no codificadora del mtDNA a partir de tejido
placentarioy s u pos terior c omparacion ¢ on secuencias pr eviamente r eportadas
(Anderson, 1981; Walberg, 1981), estableciéndola como una region altamente
divergente y | a menos c onservada ent re es pecies c onr especto a sul ongitud y
secuencia pr opiamente. P osteriormente, Lu tz (1998) y V igilant ( 1998) ¢ omprobaron
que la mayoria de las mutaciones del mtDNA se concentraban en | os tres segmentos

hipervariables, con la densidad de posiciones polimérficas mas alta en HV-l y HV-II.

IT, ITHi'__
tRNA Pro ‘i“ GSBE 1 CSB2 CSB3 L5P HSP | {RNA Phe
1 | TEAM  TFAM] [TFPLM | TFam [ 1TFAM. |

nt 16000 nt 100 nt 200 nit 300 nt 400 nt 500

*.ll.lll..l..ll.ll
T A\ S \ J
Y Y
HV- HV-I HV-I
(16024-16400) (44-240) {438-576)

Figura 6. Region control de mtDNA y sus respectivas regiones hipervariables. (Bandelt, 2006)

La f uncion c ompleta d e | as r egiones hi pervariables aun es des conocida ( Bandelt,
2006), pero parecen ser importantes en | a replicacion del genoma y la transcripcion,
ademas de contener o encontrarse cerca de los origenes de replicacién de las cadenas
pesaday ligera del mtDNA. Las posiciones precisas para las diferentes secuencias
hipervariables varian de acuerdo al contexto, ya que recientemente en estudios sobre

genética de poblaciones se manejan rangos mas amplios, particularmente de la HV-I
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conl af inalidad de c apturar c iertas pos iciones filogenéticamente i mportantes
(Brandstatter, 2004a), a diferencia de c omo se habia manejado tradicionalmente por
parte de | a c omunidad forense ( Brandstatter, 2004b). Inclusive, s e hallegado a
redefinir la longitud de la region hipervariable 1 (Tzen, 2008), describiéndose dos
secuencias: unade 23 7pb ( rHV-I) c on di versidad g lobal de 0 .9905 posiblemente
reflejada por una evolucién neutral y otra de 154pb ( sHV-I) con diversidad de 0. 9735,

adicionalmente influenciada por la adaptacion.

La variacién en la secuencia de nucledétidos de la regién control no codificadora mayor
del m tDNA, en donde s e enc uentran| os s egmentos hi pervariables pr eviamente

descritos, se cree esta dada por tres mecanismos mutagénicos (Kornienko, 2005).

Cadena de transporte
de electrones

Liberacion de protones Especies reactivas de
oxigeno
Acidificacion local del Pérdida de la actividad de la DNA
medio polimerasa v 5'-3'-exonucleasa

Apurinizacién de los Errores en la

fragmentos de DNA de s .
cadena sencilla en el repllcagoln yt'[gap‘nfracmn
D-loop <

Figura 7. Mecanismos de mutacién puntual en la regién control no codificante mayor del mtDNA.
(Kornienko, 2005)

Estos, como se muestra en la figura 7, consisten en la desaminacién de las bases
nitrogenadas del DNA causada por agentes desaminantes, en la migracion tautomérica
de protones en las bases nitrogenadas, o bien por la hidrdlisis del enlace glucosidico

entre la base nitrogenada y el carbohidrato de | os nucleétidos como consecuencia del
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dafio provocado por parte de | os radicales libres al a DNA polimerasa v, siendo éste
mecanismo el mas probable y predominando especialmente en la cadena pesada
debido a que ésta permanece libre durante la replicacion del mtDNA por un periodo de

tiempo relativamente largo.

Aunado a esto, dado que la mitocondria consume mas del 90% del oxigeno disponible
en la célula, |a generacién de r adicales libres en ésta se da en gr andes cantidades
como resultado de su actividad metabdlica, junto con el hecho de que el mtDNA no
presenta histonas protectoras, lo que resulta en un efecto mutagénico sinérgico. Dichas
mutaciones estan caracterizadas por una predominancia considerable de transiciones
sobre las transversiones, asi como un mayor niumero de transiciones entre pirimidinas

a comparacion de las que se dan entre purinas.

Aunque el mtDNA esta expuesto a un mayor dafio que el nDNA, éste también cuenta
con mecanismos de reparacion (Zapico, 2013). EI mecanismo principal consiste en una
reparacion por escision de bas es (BER), que aunque es codificado por DNA nuclear
éste se encuentra también en la mitocondria pero en muy bajos niveles. El BER
consiste en una cascada de reacciones que comienza con el reconocimiento del dafo,
seguido de | os pas os d e procesamiento enzimatico que llevan al aremocién de | a

lesion y la restauracion de la integridad gendmica.

Dentrode | asenz imasr eparadorasde D NAenl| am itocondrias e tienen D NA
glucosilasas es pecificas de dafio, t ales c omo la 8 -oxoguanina D NA glucosilasa 1

(OGGH1), una pr oteinat ipoendonuc leasal |IlI( NTH1), endonucleasa
apurinica/apirimidinica ( APE),y laD NAligasal llp. A suvez, laDNApol y esta
implicada en el mtDNA BER y existe evidencia de que la mitocondria posee también

actividad de reparacion por mismatch (Druzhyna, 2008).

6.2.4 Polimorfismos y haplogrupos

Toda una v ariedad de métodos han s ido des arrollados par a | a ¢ aracterizacion de |
mtDNA, inicialmente como un intento para asociar algunas enfermedades a def ectos
mitocondriales e specificos y pos teriormente para trazar | a hi storia filogenética de | a

poblaciéon hum ana 'y ex aminar s u es tructuracién, t ras haberse des crito s u her encia

25



Introduccion

materna. Pero también, la identificacion genética se ha visto involucrada con un gran
desarrollo de | a biologia forense (Piersy, 1993; Isenberg, 1999; Tsutsumi, 2006). Esto
debido a q ue s e pued en hal lar ¢ antidades s ignificantes de m tDNA en| as poc as
muestras disponibles de huesos, dientes, sangre o cabello. Y es precisamente el
analisis de estas regiones hipervariables lo que permite diferenciar individuos ya que

son secuencias polimoérficas.

El término polimorfismo se refiere a |a variacidon genética observada en una poblacion,
es decir, la presencia de dos o mas formas alélicas discretas. Para que un | ocus se
defina como polimorfo, el alelo mas comun para éste debe tener una frecuencia inferior
al 99%. Estos pueden ser de varios tipos, de entre los cuales se pueden destacar los
SNP’s e in del's ( Figura 8) parael D NA m itocondrial. Los p rimeros se r efieren a
cambios simples de nucledtidos en el genoma, mientras que |os ultimos representan

una variacion resultado de la insercion o delecidn de nucledtidos.

Folimorfismo de Paolimarfismo porinsercian
nucledtido simple (SMP) y delecidn (indel)

c
X
o0

Figura 8. Tipos de polimorfismos. (Dudley, 2013)

El mtDNA se caracteriza por tener secuencias homopoliméricas de una o mas bases
nucleotidicas, | ocalizadas en | as pos iciones 16184 -16188 / 16190-16193, 303 -309 /

311-315y 568 -573 de | a region control, en | as cuales s on bas tante frecuentes | as
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inserciones y deleciones. Por su parte, los SNP’s presentan mayor frecuencia tanto en

DNA nuclear como en el mitocondrial.

Estos polimorfismos son el resultado de mutaciones puntuales que perdurarony se
esparcieron en la poblacion. Previamente, se dijo que la HV-1 es una de las partes de la
region control en donde mayormente se presentan los cambios de nucledtidos. Es asi
que R ichards en 199 8 s ugiri6 que di cha s ecuencias e di videent resc lases,
dependiendo de si su tasa de sustituciéon en determinadas posiciones de nucledtidos es
rapida, intermedia o baja. En base a su variabilidad, diversos estudios han demostrado
la existencia de “hotspots” 0 secuencias dentro de las regiones hipervariables en donde
es mas probable que se presente una mutacién, al igual que los “coldspots”, en donde
el numero de mutaciones independientes es muy bajo (Malyarchuk, 2002; Malyarchuk,
2008). La razén por la cual ciertas posiciones en la region control tienen mayor indice
mutagénico es porque la mutacion puntual de un nucleétido esta influenciada por otros
sitios ¢ ircundantes en el m tDNA ( Bendall, 1995) , como por ej emplo la variacién
heteroplasmica en la longitud del tracto poli-C comprendido entre las posiciones 16184
y 16193 de | a HV-I que sufre una inestabilidad molecular tras la transicién T-C en la
posicion 16189 (Howell, 2000).

Comoy a sedes cribié ant eriormente, el genom am itocondrial s ufre v ariadas
mutaciones y se sabe que la tasa mutacional del mtDNA es mucho mayor que en el
DNA nuclear de 5 a 10 veces mas que en los genes nucleares (Brown, 1980), sobre
todo en la regién control no codificante para la cual se estima un numero promedio de
0.47x10°® sustituciones por posicion por afio (Pakendorf, 2005), con una preferencia en
las regiones hipervariables. Sin embargo, también se llegd a proponer que en lugar de
ésto, dichos sitios eran resultado de an tiguas mutaciones que fueron redistribuidas a
través de los distintos linajes del mtDNA mediante un proceso de recombinacion (Eyre-
Walker, 1999). Actualmente se sabe que este fendmeno no tiene lugar en el genoma
mitocondrial de | os m amiferos (Hagstrom, 201 4), por | o c ual di cha hi pétesis q ueda
descartada, ademas de que nuevas mutaciones en el mtDNA han sido observadas

tanto en lineas germinales como somaticas (Stoneking, 2000).

Dadas las caracteristicas unicas del mtDNA, esta ha sido una molécula de gran interés
para es clarecer relaciones filogenéticas y ev olutivas. Fue pr ecisamente a par tird e

estudios de ev olucion m olecular que s e han es tablecido hapl ogrupos, que s on
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conjuntos de hapl otipos, |l oscualesa suvezsons eries de al elos en pos iciones
particulares del genoma, en este caso mitocondrial, para caracterizar |la historia de las
poblaciones humanas mediante analisis de parsimonia en diferentes grupos que
comparten las mismas mutaciones puntuales. En 1987, Cann formulé la hipétesis de la
“Eva m itocondrial”, de | a c ual s e puede des tacar g ue t odos | os t ipos de m tDNA
actuales s e remontan a un Uni co ancestro en ¢ omun proveniente de A frica de hac e
aproximadamente 200,000 afios atras. El estudio del mtDNA ha contribuido ademas al
conocimiento de las migraciones humanas al resto del mundo, como se representa en
lafigura9, y aq uel as m utaciones s urgidas es tan ac umuladas ent odos| os
movimientos poblacionales por las distintas regiones geograficas, por 1o que se puede
decir que los haplogrupos mitocondriales son continente-especificos.

39,000- H,J
51,000 j.T,u,Uk,v

o
Uu{ﬁ?‘ﬁi R
N r \

/N \ \

)

130,000-
200,000 '

48,000 = !?

Figura 9. Migracion del mtDNA humano. (http://www.mitomap.org/)

El haplogrupo LO c on sus subgrupos L1, L2y L3 s on caracteristicos de pobl aciones
africanas, mientras que los haplogrupos M y N surgidos a partir del L3 en el este de
Africa se esparcieron en Eurasia y América. Los haplogrupos H, I, J, T, U,V y W son
caracteristicos de poblaciones caucasicas, los haplogrupos A, B, C y D se originaron

en Asia y América, y los haplogrupos G, Y y Z predominan en Siberia.
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6.2.5 Alteraciones del mtDNA en enfermedades humanas

No sélo la disfuncién en el metabolismo mitocondrial puede dar lugar al desarrollo de
padecimientos y p erturbaciones en| as alud de uni ndividuo. C omo s e m enciono
anteriormente, se ha relacionado al mtDNA con varias enfermedades por
modificaciones es pecificas en és te. D entrode és tas, puedendes tacarsel as
metabdlicas, neurodegenerativas y el cancer. Como puede apreciarse en |l a figura 10,
diversos tipos de cancer se han asociado a multiples polimorfismos en todo el genoma
mitocondrial, principalmente en el D-loop, ya que aumentan el riesgo para su
desarrollo. Por su parte, en los trastornos neurodegenerativos que se ha visto la
participacion de r earreglos en el D NA m itocondrial s e i ncluyen los s indromes d e
Pearson, de K earns-Sayre y de Lei gh, | a miopatia her editaria de Leber y al gunas
cardiomiopatias c on e fectos as ociados a falla renal, al teraciones o ftalmicas (PEO y

LHON), epilepsia mioclénica, acidosis lactica por encefalopatia mitocondrial (MELAS)

y las enfermedades de Alzheimer y Parkinson (Zapico, 2013).

Eﬂ“jﬂ Pancrestice
Qvarico Tiroides
Colorrectal
Pancreatico -
Tirnides i > ‘;ﬁ“ﬁ
Prostatico olorrectal
Prostatico
Pancreatico
Colorrectal Mama
Tiroides Cabeza y
Cuello
Tiroides
: Pancreatico
Pancreatico
Tiroides
Meduloblastoma
Tiroides
Celorrectal
Vejiga
= Pancredtico
SOMEEERE Tiroides

Pancreatico
Tiroides

Figura 10. Polimorfismos del mtDNA asociados al riesgo de diferentes tipos de cancer. (Singh, 2009)
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Dichas modificaciones pueden ser heredadas, transmitidas de la madre a la
descendencia o ser espontaneas, ya sea por mutaciones puntuales que afecten a los
tRNA’s o r RNA’s, por m utaciones pun tuales que af ecten | os genes c odificantes d e
proteinas, o bi en por rearreglos de mutaciones. E jemplo de és tas y con afectacion
metabdlica, se tiene a | a Diabetes mellitus tipo 2, ya que variaciones en el mtDNA 'y
sobre todo en las regiones hipervariables se han as ociado a un m ayor riesgo para su
desarrollo, al igual que para un es tado de di abetes (Guo, 2005). Por este hecho, se
puede sospechar que determinadas poblaciones dados sus haplogrupos se hallan mas
propensas a padecer esta enfermedad, como se ha demostrado en algunos estudios
en donde los haplogrupos F y A exhiben mayores factores de riesgo a diferencia del
N9a q ue es pr otector paral a di abetes es pecialmente en m ujeres ( Zapico, 2013) .
Particularmente, y r etomando el ej emplo que s e des cribid pr eviamente s obre | a
variacion het eroplasmica debi da aunai nestabilidad m olecular en el t racto pol i-C
comprendido entre las posiciones 16184 y 16193 en la HV-I tras la transicion T-C en la
posicion 16189, s e ha asociado es ta m utacion c on un aum entado r iesgo pa ra el
desarrollo de la DM-II (Poulton, 1998; Poulton, 2002).
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6.3. Diabetes Mellitus

6.3.1 Generalidades

La diabetes fue documentada por primera vez por los egipcios en el afio 1500 a. C.,
siendo caracterizada p or la pérdida de peso y poliuria. Sin embargo, fue el médico
griego Apollonius de M emphis quien acufié el término “diabetes” en el afo 230 a. C.
(Poretski, 2010). En griego, diabetes (diapnnl) significa “pasar a través”, refiriendo a

una enfermedad que involucra la descarga de cantidades excesivas de orina.

La primera descripcion clinica completa de | a diabetes ap arentemente fue hecha por
Aulus Cornelius Celsus (30-50 d.C.) y fue hasta el segundo siglo d.C. que otro médico
griego, Aretaeus de Cappadocia, distinguié por primera vez entre la llamada diabetes
dulce y la diabetes insipida (Ahmad, 2013). En el siglo 5 d .C., los médicos hindues
Sushrutay C haraka t ambién des cribieron una diferenciacion entre | os dos tipos de
diabetes per o en bas e al m omento de s u de sarrollo, y a que no taron q ue al gunos

individuos la presentaban en edades tempranas y otros en etapas adultas.

Durante el Renacimiento, el primer registro que se tiene sobre esta enfermedad y el
término diabetes data de un texto médico escrito en 1425, por el médico suizo Aureolus
Theophrastus Bombastus von Hohenheim, mejor conocido como Paracelso. En 1675,
Thomas Willis adi ciona | a pal abra “ mellitus” que en | atin s ignifica miel, t ras e |
redescubrimiento de la dulzura en la orina y sangre de los pacientes afectados, que ya
habia sido obs ervada p or 1 os antiguos hindues. M athew D obson, en 1776, confirma
que el sabor dulce se debia al exceso de un tipo de azucar en estos fluidos corporales
(Ahmed, 2002).

En el cuerpo hum ano cierto nimero de s istemas y rutas m etabdlicas f uncionan en
sincronia par a | levar y mantener un e stado fisiolégico s ano. En el centro de estos
procesos recae la habilidad del organismo de mantener un estado estable constante u
homeostasis. U na aberracion de ésta conduce al desarrollo de una lesion o estado
patoldgico en v arios érganos. La DM reduce la habilidad de un i ndividuo de regular el
nivel de glucosa en el flujo sanguineo resultando en un nimero de complicaciones
mayores y algunas menores (Poretski, 2010). Un hito importante en |a historia de | a

diabetes es el establecimiento de la funciéon del higado en la glucogénesis, por Claude
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Bernard en 1857, y el concepto de que la diabetes se debe a un exceso de produccion

de glucosa.

La DM es un término bastante general que es empleado a un grupo de enfermedades
que conducen a una hiperglucemia prolongada. La hiperglucemia crénica en la DM
estd asociada a un dan o a |l argo plazo de | os 6rganos, su disfuncion y subsecuente
falla, es pecialmente de | os 0j os, r ifiones, ner vios, ¢ orazébny vasos S anguineos,
conocidos como complicaciones micro y macrovasculares. Estos danos resultan, en
parte, de la glicacion de las proteinas tisulares, mejor conocidas como productos
terminales de glicacion (AGE’s), la incrementada actividad de | a via de | os polioles y

probablemente de otros mecanismos aun no reconocidos.

6.3.2 Clasificacion

La diferencia en los mecanismos para el desarrollo de | os diferentes tipos de diabetes
forma la base de sus clasificaciones. En 1936, Sir Harold Percival (Harry) Himsworth
hace una distincion entre la diabetes tipo 1 y la diabetes tipo 2. La primera clasificacion
fue publicada en 1979 por el National D iabetes Data Group (NDDG), |a cual estaba
basada en la terapia farmacolégica aplicada, dividiéndola en dos grandes grupos:
diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM) y diabetes mellitus no dependiente de
insulina (NIDDM), ésta ultima subclasificada a su vez en diabetes gestacional, diabetes
mellitus r elacionada a desnutricion y al gunos ot ros t ipos. E stos t érminos fueron
populares durante los afios 80’s y 90’s, sin embargo cayeron en desuso debido al a
problematica surgida a partir del conocimiento cada vez mayor sobre la patogénesis de

la diabetes, lo cual la volvié una clasificacion redundante.

La clasificacion actual para la diabetes fue acufiada y publicada en 1997 por el panel
experto de la ADA (American Diabetes Association), refrendada por la OMS en 1998,
modificada nuevamente por la ADA en 2003, y finalmente por la OMS en 2006. Esta
nueva c lasificacion es ta bas ada en | a pat ogénesis de| aenfermedad y noens u
tratamiento (Maraschin, 2010). Cuatro grandes categorias fueron propuestas: diabetes
mellitus tipo | (DM-I), diabetes mellitus tipo Il (DM-II), diabetes gestacional y otros tipos

especificos de diabetes, como se detalla en la tabla 3.
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Tabla 3. Clasificacion de la Diabetes Mellitus (ADA, 2013)
1. Diabetes tipo |
A. Mediada inmune
B. Idiopatica
2. Diabetes tipo Il
3. Ofros tipos
Defectos genéticos de la funcién de células 3
Defectos genéticos en la accion de la insulina
Enfermedades de pancreas exécrino
Endocrinopatologias
Inducida por drogas o quimicos
Formas no comunes de diabetes mediada inmune
Otros sindromes genéticos (Down, Turner, etc)
4. Diabetes gestacional

6.3.2.1 DM tipo |

Previamente conocida como diabetes dependiente de insulina o diabetes de inicio
juvenil es un des orden autoinmune que involucra la destruccién de las células 3 por
activacion de las células T CD4" y CD8" y de la infiltracion de macrofagos en los
islotes pancreaticos. Su comienzo usualmente ocurre en la infancia o la adultez
temprana (<35 anos). Se sabe que factores genéticos asi como ambientales
contribuyen a la susceptibilidad de esta diabetes. Por ejemplo, se ha demostrado que
el gen HLA (antigeno leucocitario humano) en e | cromosoma 6 es ta estrechamente
asociado a la DM-I. A su vez, existe evidencia que sugiere que ciertos virus podrian

ser los responsables de desencadenarla (Ahmad, 2013).

6.3.2.2 DM tipo Il

Esta est4d caracterizada por la sintesis insuficiente de insulina y su secrecion,
secundaria a una resistencia a insulina. Es normalmente diagnosticada después de la
4ta década de vida, su incidencia y prevalencia incrementa con la edad, y equivale
aproximadamente al 90% de todos los casos de diabetes a nivel mundial. La DM-Il se
divide en dos subgrupos, diabetes con obesidad y sin obesidad. En el primer caso,
los pac ientes us ualmente des arrollan r esistencia a | a i nsulina enddg ena debido a

alteraciones en los receptores celulares y esto se asocia a la distribucién de la grasa
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abdominal, mientras que en el s egundo, existe cierta r esistencia al ainsulina en
niveles pos t-receptores en adicion a | a deficiencia de pr oduccion de i nsulinay su
liberacion (Ahmad, 2013).

6.3.3 Epidemiologia

En los ultimos 50 afos, los cambios en el estilo de vida han guiado a un incremento
dramatico en la prevalencia de la DM-Il en practicamente todas las sociedades
alrededor del mundo (Feinglos, 2008). La reduccion en la actividad fisica, incrementos
en la ingesta dietética y el envejecimiento de la poblacién son factores clave en el logro
de este cambio tan rapido, aunado al descubrimiento de mas diferencias genéticas en

la susceptibilidad de diferentes grupos étnicos a la DM-II.

Recientes publicaciones de la OMS y de la Federacién Internacional de Diabetes (FID)
han proporcionado informacion sobre los numeros actuales de personas con diabetes,
asi como | as proyecciones en | as p roximas 2 décadas. E n el 2000, |a pr evalencia
estimada de diabetes entre adultos fue de 2.8% o bien, de 171 millones de personas.
Esta prevalencia, se esperaba que incrementara a un 4.4% o 366 millones de personas
para el 2030, sin em bargo, de ac uerdo a dat os recientesde | a FID s e s abe q ue
actualmente 382 millones de personas en el mundo tienen diabetes, aproximadamente

el 8.3% de los adultos. Cerca del 80% vive en paises de ingresos medios y bajos.

Para el afo 2035, se espera 592 millones de personas estaran afectadas, es decir, un
adulto de cada 10 con esta enfermedad, o que equivaldria a tres casos nuevos cada
10 segundos. Dicha estimacion se basa en los cambios demograficos de la poblacion y

asumiendo que la obesidad y actividad fisica se mantengan constantes con el tiempo.

Los mayores incrementos en la prevalencia de diabetes se daran en paises donde las
economias estén en des arrollo con mayor proporcion en i ndividuos de entre 40y 69
afos de edad, presentandose | a di abetes en personas cada vezmas jovenes. Se
espera a su vez, que China sea el pais con mayor nimero de individuos que vivan con
diabetes, es tando ubi cado M éxico en el 5to lugar de ac uerdo al |listado de | os 10
principales territorios con diabetes publicado por la FID. Y aunque en su totalidad esta

enfermedad afecta en mayor grado a los hombres, por el hecho de su prevalencia en
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edades avanzadas se espera haya mas mujeres afectadas que hombres, ya que éstas

son mas longevas, teniendo una diferencia de hasta 15 millones.

Comoseobservaenl| afigura 11, el P acifico O ccidental tiene m as personas c on
diabetes que cualquier otra regién. Actualmente, Africa es la poblacién mas pequefia
con diabetes, no obstante en el afio 2035 sera del doble lo cual resulta alarmante para
la capacidad de desarrollo de este continente. El panorama en América Central y del
Sur es igualmente preocupante, donde se prevé que la poblacidon afectada aumente en
un 60% dentro de las préximas 2 décadas. Por su parte, el sudeste Asiatico representa

cerca de la quinta parte del total de los casos en el mundo.

'AMERICA DEL NORTE
~ YCARIBE NAC

PACIFICO OCCIDENTAL
WP

REGION ' 2013 2035 AUMENTO

DE LA FID MILLONES MILLONES %
®Africa T eg T T A 09w
@ Oriente Medio y Norte de Africa 34,6 67,9 96%
@ Sudeste Asiatico 72,1 123 1%
@ América Central y del Sur 24,1 38,5 60%
@ Pacifico Occidental 138,2 201,8 46%
@ América del Norte y Caribe 36,7 50,4 37%
@ Europa 56,3 68,9 22%
Mundo 381,8 591.9 55%

Figura 11. Regiones de la FID y proyecciones globales para la diabetes epidémica en personas de 20 a 79
afos: 2013-2035 (Federacion Internacional de Diabetes, 2013)

La diabetes representa un reto para la sociedad, no sélo por los recursos econémicos y

de infraestructura que requieren los prestadores de servicios de salud para brindar una
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atencion adec uada, s ino t ambién por el c¢ osto ec ondmicoy em ocional par al as
personas que la padecen. Se estima que esta enfermedad reduce de 5 a 10 afos la
esperanza de vida de la poblacién, de acuerdo a la Secretaria de Salud. Segun la FID,
en el 2013 Ameérica del Norte y Caribe gastaron unos 263,000 millones de ddlares, lo
que equivale a casi la mitad de los gastos de salud en diabetes del mundo, mientras
que Europa 147,000 millones de ddélares. A pesar de sus crecientes poblaciones con
diabetes, el Sudeste Asiatico y Africa asignan menos del 1% de su gasto total sanitario

a esta enfermedad.

Refiriéndose es pecificamente al c omportamiento de es ta enfermedad en M éxico, de
1998 al 2012, s e ha observado unat endencia hacia el i ncrementoenun4. 7%,
pasando de una tasa de morbilidad de 342.1 a 358.2 casos por cada 100 mil
habitantes, siendo el grupo etario de 50-59 afios de edad el mas afectado y con una
mayor incidencia de casos en el sexo femenino. En la figura 12, puede apreciarse esta
diferencia al igual que en los demas paises, en donde las entidades con mayor numero
de casos nuevos se registran en Morelos y Sinaloa, en tanto que Querétaro y Quintana

Roo presentan las incidencias mas bajas.

Igualmente como en el resto del mundo, dado el comportamiento que presenta e sta
patologia hacia el incremento, se espera un aumento del 37.8% en el numero de casos
y 23.9% en la tasa de morbilidad, manteniéndose la tendencia para el afio 2030
(Direccién General de E pidemiologia, 2013). Al ser ésta una enfermedad que requiere
de at encion hos pitalaria en m uchas oc asiones, s e sabe que el nium ero de egr esos
hospitalarios por esta c ausa tiende a aum entar s iendo s imilar en tre a mbos s exos,
segun la figura 13, hasta una edad de entre 75 y 79 afos, en donde predominan las
mujeres. P or entidad federativa, C oahuila tiene la morbilidad hos pitalaria m as alta, y
Querétaro y Jalisco las mas bajas. Por su parte, el INEGI establecio a la diabetes en el
2012 como la segunda causa de m uerte en | a poblacion mexicana, con unat asa de
mortalidad de 75 def unciones por cada 100 m il habitantes, siendo que en 1998 és ta
era de 42.5 defunciones por cada 100 mil habitantes, lo que demuestra su acelerado
incremento en los ultimos 15 afnos. De acuerdo a la imagen 14, las tasas de mortalidad
mas altas se ubican en el distrito Federal, Veracruz y Puebla, mientras que Quintana
Roo, Chiapas y Baja California Sur tienen el menor numero de de funciones por esta

causa.
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Figura 12. Incidencia en el 2011 de DM-II por entidad federativa segiin sexo, por cada 100 mil habitantes.
(Direccion General de Epidemiologia, 2013)
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Figura 13. Tasa de morbilidad hospitalaria por DM-II en poblacion mayor de 20 afios en el 2011 segun grupo

de edad y sexo, por cada 100 mil habitantes. (Direccion General de Epidemiologia, 2013)
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Figura 14. Tasa de mortalidad observada en la poblacién por DM-II en el 2011 por entidad federativa, por

cada 100 mil habitantes. (Direccion General de Epidemiologia, 2013)
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6.3.4 Etiologia

La di abetes, ¢ onsiderada c omo | a epi demia del s iglo X XI, es un padecimiento
multifactorial ( figura 1 5), i nfluenciado por u nc onjunto de factores genéticos,
determinantes m etabdlicos, ¢ aracteristicas dem ograficasy f actoresder iesgo
relacionados al estilo de vida y al ambiente (Fritsche, 2007). Dentro de estos ultimos,
se sabe que el consumo de ¢ arnes rojas, granos enteros, grasas s aturadas, café y
tabaco estan asociados al riesgo de padecer diabetes, mientras que la actividad fisica,
el consumo moderado de alcohol e incluir grasas insaturadas en la dieta pueden

prevenir este estado de riesgo (Schulze, 2007).

De i gual f orma, | a ur banizacién y el es tado s ocioeconémico es tan intimamente
relacionados con la diabetes (Feinglos, 2008). Esto debido al cambio en los estilos de
vida tradicionales a los modernos, en donde se ven alterados los habitos alimentarios,
con una marcada reduccién en la actividad fisica realizada y por la contrapuesta
situacién en la que se puede consumir una dieta mas equilibrada pero no se tiene
acceso a buenos s ervicios de s alud en | as p artes del m undo s ubdesarrolladas, a
diferencia de aq uellas des arrolladas en | as q ue surge el efecto contrario. Junto con
ésto, la “occidentalizacion” en el ritmo de vida actual genera un incremento notable en
elni velde es trés que aq uejaa t odas! as per sonas, fomentando adem as el

sedentarismo lo que altera aun mas sus funciones biolégicas normales (Zimmet, 2001).

Herencia Factores
(susceptibilidad ambientales
genética) (estilo de vida)

h J h 4
Defectos en células f:
secrecion de insulina alterada

Defectos en musculo, tejido adiposo e higado:
resistencia a insulina
A F Y

Glucotoxicidad Lipotoxicidad

h A
Diabetes tipo 2:
hiperglucemia
hiperlipidemia

Figura 15. Patogénesis de la Diabetes mellitus tipo 2. (Ostenson, 2001)
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6.3.4 1 Fisiopatologia

El papel del pancreas en la patogénesis de |a diabetes fue descubierta por Mering y
Minkowski en 1889. P osteriormente, este des cubrimiento constituye la base para el
aislamiento de la insulina y su uso clinico, por Banting y Best en 1921 . El desarrollo
de la DM-II esta dado principalmente por dos mecanismos patogénicos: un progresivo
deterioro de la funcion de las células de los islotes pancreaticos que genera la
disminucion en la sintesis de insulina y, una resistencia de |os tejidos periféricos a la
insulina que da como resultado un descenso de la respuesta metabdlica a ésta
(Carrera, 2013 ). E sta i nteraccién entre | a s ecrecion y resistenciaal a insulina es
esencial para |la conservacion de una tolerancia normal a | a glucosa, porlo que la
diabetes engloba toda una serie de alteraciones celulares y metabdlicas que afectan
y deterioran la homeostasis de la glucosa. Este desorden metabdlico se caracteriza
por la presencia de una hi perglucemia crénica, no s6lo dada por la resistenciaala
insulina y s uinadecuada s ecrecion, s ino también por |a s upresion alterada en la

secrecién de glucogeno, en respuesta a la ingesta de glucosa (Ostenson, 2001).

Por s u par te, | a al teracion en| a pobl acion c elular g ue ¢ ompone | os i slotes de
Langerhans del pancreas esta provocada principalmente por la acumulacion de fibras
de amilina en estas células, procedentes de |a hormona polipeptidica del polipéptido
amiloide del i slote ( IAPP), que junto cone |les trés generadoen el r eticulo
endoplasmico por el ex ceso de ¢ arga det rabajo debido al a s obreproduccién de
insulina e IAPP dan como resultado la apoptosis de las células 3 (Cao, 2013). Aunado
a esto, se tiene la participacion de p erfiles de i ncretinas en el mantenimiento de | a
homeostasis de | a glucosa, siendo dos |os péptidos que potencian la secrecidon de

insulina estimulada por la glucosa en una forma aditiva.

El péptido 1 tipo glucagon (GLP-1), es una hormona intestinal que ademas estimula la
expresion del gen pr oinsulinaas i como las vias par a la pr oliferacién ¢ elular y
antiapoptética, e inhibe la liberacién de glucagén, el vaciamiento gastrico y la ingesta
de al imentos. E | pol ipéptido i nsulinotrépico de pendiente de g lucosa ( GIP) es un
péptido simple de 42 aminoacidos secretado de forma bioactiva por las células K del
duodeno y el yeyuno como respuesta a la ingesta de carbohidratos y lipidos, y el cual
regula el m etabolismo de grasasen| os adi pocitos, graciasal ai ncorporacion

insulinoestimulada de acidos grasos a triacilglicéridos, la estimulacion de la actividad
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de la lipoproteina lipasa y la sintesis de acidos grasos, asi como la promocién en la
proliferacion de las células . Mientras que la primera tiene una ex presién deficiente
en pac ientesc on D M-I, | as egunda s e hal la en concentraciones nor males o

ligeramente elevadas, pero con actividad disminuida (Opinto, 2013).

6.3.5 Factores de riesgo y diagndstico

Diversos estudios indican a la herencia como el mayor determinante para la resistencia
alainsulina y la DM-II (Brunetti, 2014), ya que se ha demostrado que se tiene un 40%
de riesgo de padec er esta enfermedad para aquellos que sdlo uno de | os padres se
encuentra a fectado (mayormente sies lamadre)y un70% siam bos padresson
diabéticos. Durante los ultimos anos, se han estudiado e identificado varios genes que
predisponen al des arrollo de | ad iabetes. E s as i, q uetras| ag enotipificacion d e
marcadores genéticos se han as ociado v arios g enes ¢ uyas pr oteinas ¢ odificadas
tienen importantes implicaciones para la homeostasis de |a glucosa en su mayoria, ya
sea por estar involucrados en la secrecion de insulina por parte de las células 3 o bien
por su participacion en la resistencia a la insulina. Hasta la fecha, se tienen registrados
68 genes nucleares y 2 mitocondriales como de susceptibilidad para la DM-II (Brunetti,
2014), dentro de los cuales se pueden destacar CAPN10, TCF7L2, FTO y PPARYy.

Pero no s e puede dej ar de | ado | ainfluencia del am biente y s uinteraccién conla
genética. M ientras q ue | a hi pétesis del “ genotipo ahor rador” pl antea g ue hay un
desajuste entre |os genes ancestrales y el ambiente moderno, |a teoria del “fenotipo
ahorrador” postula también un desajuste pero entre los ambientes intrauterino y de vida
adulta de uni ndividuo (Hu, 2011). E | r esultado de am bas, ¢ ambios m etabdlicos y
estructurales (masa celular  disminuida y resistencia a la insulina incrementada) que
son benéficos para la posterior supervivencia del individuo a un estado de hambruna y
desnutricidn, pero que tras hallarse en un ambiente nutricionalmente abundante puede

verse incrementado el riesgo a enfermedades cronicas, como lo es la diabetes.

Por otra parte, en este padecimiento y desde un punto de vista inmunoldgico, el
sobrepeso y la obesidad con particular acumulacion de grasa abdominal resultado del

sedentarismo y la sobreingesta caldrica, estan asociados a un bajo grado sistematico
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de i nflamacién, el ¢ ual es ta c aracterizado por ni veles el evados de ¢ itocitas
proinflamatorias c irculantes y &cidos g rasos. E stos pueden i nterferir e n | a f uncion
normal de la insulina y por lo tanto inducir un estado de resistencia a la insulina, que a
su vez tiene uni mpacto en la disfuncion de las células B (Greevenbroek, 2013). El
tejido adiposo normalmente modula el metabolismo mediante |a liberacion de ac idos
grasos no es terificados (NEFA’s), glicerol y hormonas (leptina y adiponectina), junto
con |l as citocinas i nflamatorias, pero en un es tado de obes idad estos productos son
producidos en grandes cantidades (Kahn, 2006), por lo cual la indica como otro factor

critico para el desarrollo de enfermedades metabdlicas.

Al encontrarse los NEFA’s intracelularmente aumentados, surge una competencia con
la glucosa por la oxidacion de s ustrato lo cual lleva a | a inhibicion de | a actividad de
varias enzimas que participan en | a glucdlisis. A su vez, su metabolismo intracelular
disminuido resulta en la elevacién de estos metabolitos que activan otras cascadas, las
cuales fosforilan los receptores para insulina, inhabilitando sus funciones (Kahn, 2006),

llevando esto, a una probable hiperglucemia e hiperinsulinemia.

Tabla 4. Factores de riesgo para DM-II (Poretski, 2010)

Edad 245 afios

Obesidad (IMC =25kg/m?)

Historia familiar de diabetes (padres o hermanos con diabetes)

Inactividad fisica habitual

Raza/etnicidad (ej. Africo-Americanos, Hispano-Americanos, Americanos nativos,
Asiatico-Americanos, Islas del Pacifico)

Glucemia basal alterada o tolerancia alterada a glucosa previamente identificados
Historia de diabetes gestacional o parto de bebé con peso >9Ib

Hipertension (=2140/90mmHg en adultos)

Colesterol HDL <35mg/dL (0.90mmol/L) y/o nivel de TAG’s 2250mg/dL (2.82 mmol/L)
Sindrome de Ovario Poliquistico

Historial de enfermedad vascular

Englobando todas las variables descritas anteriormente que se han hallado
relacionadas a | a diabetes, se enlista en | atabla 4 una s erie de factores bioldgicos,
desde la parte genética, metabdlica o bioquimica, hasta el estilo de vida de una
persona que son considerados como de riesgo para su desarrollo. Por décadas, el

diagnoéstico de di abetes s e habas ado en c riterios de g lucosa, y as ea g lucosa
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plasmatica en ay uno o con la prueba de t olerancia a és ta. Sin embargo, en 1997 el

Primer Comité Experto en el diagnostico y Clasificacion de la Diabetes Mellitus asocio
estos niveles usados con la presencia de retinopatia como factor clave para identificar
el umbral de glucosa y poder detectar a los individuos con mayor riesgo antes del
desarrollo de un es tado cronico (ADA, 2013). Fue asi que actualmente se emplea la
hemoglobina glucosilada (HA1) como marcador crénico de glucemia, reflejando los
niveles de glucosa promedio en los ultimos 2-3 meses, manteniéndose aun validos los
otros criterios de glucosa junto con la sintomatologia clasica para este padecimiento,

como se enlista en la tabla 5.

Tabla 5. Criterios para el diagndstico de DM-II (Riethof, 2012)

Sintomas de diabetes:

Poliuria

Polidipsia

Pérdida de peso inexplicable

Hambre excesiva

Fatiga

Heridas que tardan en sanar

Infecciones frecuentes en piel

Concentraciones oscilantes de glucosa plasmatica 2200mg/dL (11.1mmol/L)
Glucosa plasmatica en ayuno 2126mg/dL (7.0mmol/L)

Glucosa plasmatica 2200mg/dL (11.1mmol/L) durante 2hrs tras la prueba oral de
tolerancia con 75g de glucosa

Dado el impacto mundial que tiene la diabetes actualmente y su inminente incremento
exponencial en | os pr 6ximos afios , el di agnéstico opor tuno no es s uficiente par a
hacerle frente a esta enfermedad, por lo que se han desarrollado varias metodologias,
enfocadas s obre t odo en el es tudio de los f actores genéticos q ue puedan es tar
intimamente relacionados con la patologia y representen un factor de predisposicion en

los individuos.
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6.4. Métodos de estudio
6.4.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se trata de un método in vitro para la amplificacion del DNA. Desde la introduccion de
la P CR en 1985 ( Saiki, 1985), se ha convertido en una técnica i ndispensable par a
varias apl icaciones en la i nvestigacion c ientifica, c linicay f orense. E sta debe s er
considerada como una v ersion simplificada del proceso de r eplicaciéon del DNA que
ocurre dur ante | a di visién c elular. B asicamente, la P CR consiste ent res pasos: |l a
desnaturalizacion del DNA blanco, su hibridacién con oligonucleétidos sintéticos o
primers, y la extension de éstos mediante una D NA polimerasa termoestable. La PCR
convencional es usualmente realizada en un volumen de 10 a 100uL, con la
participacion de los desoxinucleotidos trifosfatados (dNTP’s: dATP, dCTP, dGTP y
dTTP) en concentraciones de 200 uM cada uno, de 10 a 100pm ol de cada primery la
DNA polimerasa, junto con las apropiadas sales y buffers, que usualmente contienen
Mg®.

Los primers son disefiados para flanquear la secuencia de interés, siendo
oligonucledtidos de ent re 18 y 30 bas es de longitud ¢ omplementarios al os dos
extremos 3’ del DNA blanco, los cuales deben es tar posicionados generalmente con
100 a 1000pb de diferencia. Otras caracteristicas con las que deben cumplir es un
contenido del 50% de GC, no tener mas de tres C’s 0 G’s en su extremo 3’ ya que esto
podria generar hibridacion inespecifica con sitios ricos en GC, y evitar la

complementariedad entre primers que pueda dar lugar a dimeros.

Actualmente, es tat écnicaes aut omatizaday s er ealizaent ermocicladores
programados para calentar y enfriar a diferentes temperaturas por variados periodos de
tiempo. C omoy as e menciond, ¢ ada c iclo i nvolucra | os pas os des naturalizacion,
hibridacion y extension, como se resume en la figura 16,y es repetido de 20 a 40
veces, en donde po r cada ciclo s e dobla aproximadamente el numero de moléculas
producto. D urante | a des naturalizacion, el DNA m olde es c alentado (94-96°C) par a
separar s us dos cadenas. D espués en el paso del a hibridacion |a t emperatura es
enfriada (50-65°C) p ara permitir que los primers es pecificos hibridicen con los
extremos 3’ de | as cadenas s eparadas del D NA. La t emperatura de hi bridacion es

dependiente de | a longitud y ¢ omposicion de los pr imers. Fi nalmente, dur ante | a
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extensiéon ( 72°C), | a Tag DNA p olimerasat ermoestable ( Saiki, 198 8) c ataliza | a
elongacién de | os primers mediante la incorporacion de | os dN TP’s complementarios
que se unen al DNA molde. Estos primers extendidos forman dos nuevas cadenas de

DNA molde para el siguiente ciclo de PCR.

DHNA moldede doblecadena

DHNA moldedesnaturalizado (cadenassimples)

,,— Primers hibridados

Primera ronda de productos de PCR
[cuatro cadenas doblesde DHNA)

L

Figura 16. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). (http://genome.wellcome.ac.uk/)

Su considerable sensibilidad analitica y especificidad comparada con otras técnicas
convencionales | e confiere al a P CR grandes ventajas s in em bargo, también tiene
algunas limitantes. Cada ensayo de P CR requiere una cuidadosa optimizacion de sus
reactivos y c ondiciones de am plificacion. A s uv ez, el di sefiod epr imerse s
extremadamente i mportante para evitar que reacciones cruzadas con D NA no di ana
pueda resultar en productos inespecificos. Adicionalmente, se deben emplear espacios
de laboratorio, material y equipos “libres de DNA”, lo cual es esencial para minimizar la
contaminacion c on subsecuentes es pecimenes de am plicones de P CR q ue puedan

llevar a resultados falsos positivos.
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6.4.2 Secuenciacién de Sanger

En 1975, Sanger introdujo el método “mas y menos” para la secuenciacion de D NA
(Sanger, 1975), el cual se basaba en el uso de la DNA polimerasa | para extender el
oligonucleotido ¢ ebadory c opiar el D NADI ancoenpr esenciadec uatro
desoxiribonucleotidos trifosfatados (ANTP’s), estando uno de éstos marcados con *?P
(Sanger, 1973). La mezcla resultante era luego purificada en columnas de agarosa
para remover el exceso de trifosfatos y las muestras eran sometidas a otros
tratamientos. En el sistema “menos”, el DNA molde era reincubado con la DNA
polimerasa | y tres dNTP’s; la sintesis procederia hasta donde se pudiera en cada
cadena, terminando con el residuo en el extremo 3’ una pos icién previa al trifosfato
faltante. Por su parte, en el sistema “mas”, el DNA molde era reincubado unicamente
conun s O0lodNTP y por accion de | a DNA polimerasa |, |a cadena seria sintetizada

terminando con un residuo de dicho dNTP.

Para am bos s istemas, muestras s eparadas er an i ncubadas c on c adaunodel os
trifosfatos, ya sea faltante o presente. Finalmente, todas las mezclas de incubacion
eran des naturalizadas p ara s eparar | as nuev as ¢ adenas s intetizadas a par tirde | a
plantilla original, las cuales eran entonces sometidas a una electroforesis en gel de
acrilamida en donde los fragmentos con extremos 5 en comun se ordenarian de

acuerdo a su tamano.

ddG ddA

I e e W GACGCTGCGA 37
GACGCTGCG
— = GACGCTGC
= GACGCTG
= — GACGC
— GACGU
= GACG
— = GAC
= GA
G

5
Figura 17. Secuenciaciéon de Sanger. (https://cm.jefferson.edu/)
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Estos resultados se revelaban con una aut oradiografia en | a cual se podian apreciar
bandas correspondientes a | as posiciones en q ue terminaran |as cadenas con cada
uno de los residuos de dNTP’s, estando presentes o aus entes éstos (figura 17). Afios
después, la introduccion de los didesoxinucledtidos trifosfatados (ddNTP’s) como
terminadores anal ogos de di chos nuc ledtidos hizo que es ta t écnica fuera aun m as

rapida y con gran fidelidad de lectura (Sanger, 1977).

En 1986, | a primera g eneracion de “ secuenciadores aut omatizados” pr omovida por
Applied B ioSystems, a hora par te de Life Tec hnologies, apar ecié i ncluyendo | a
automatizacion de | os pas os de el ectroforesis en g el, | a det eccion d e patrones d e
bandas de D NAy el anal isis de es tas band as, bas andose en| as reacciones d e
didesoxisecuenciacion d e DNA; m étodo de S anger des crito anteriormente que fue la
técnica de el eccidn pa ra pr oyectos de s ecuenciacion a gr an e scala. Paraesto, el
reemplazamiento de | a radioactividad por ddN TP’s m arcados fluorescentemente y el
desarrollo de pol imerasas q ue pudi eran i ncorporar e fectivamente es tos ¢ olorantes

fueron esenciales.

Idealmente, los fluoréforos us ados par a | a s ecuenciacion de D NA a ¢ uatro c olores
debian tener una al ta absorbancia molar similar bajo longitudes de ond a excitadoras
comunes a sic omor endimientos ¢ uanticos de fluorescencia el evados, ex hibir
emisiones fluorescentes fuertes y bien separadas entre si, y poseer el mismo cambio
de m ovilidad r elativo ( Slatko, 2011) . E stos criterios no podi an s er c ubiertos por | as
propiedades es pectrofotométricas de moléculas s imples, po rl o que surgieron | os
colorantes con un es pectro de e misidon generado por |a transferencia de energia de
resonancia fluorescente (FRET), conformados por dos fluoréforos separados entre si y
acoplados al os ddN TP’s. La ener gia de ex citacion g ue es c aptada por aquel que
absorbe a una longitud de onda menor (donador), es transferida al croméforo (aceptor)
que absorbe a una | ongitud de onda m ayor y esta localizado a c ierta distancia. Esta
transferencia resulta en la pérdida de fluorescencia por parte del donador y la apariciéon

de una emision potenciada de fluorescencia por el aceptor.

Los colorantes que actualmente se utilizan pertenecen a la familia dRhodamina (dR1q:
azul; dRgG: verde; dTAMRAa: negro; dROX: rojo) y ya que florecen a diferente longitud
de onda, los cuatro productos de reaccion pueden ser detectados de forma simultanea

pero individual tras su excitacion con un | aser, captados ademas por una camara con
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tecnologia CCD. Hoy en dia, la secuenciacion automatizada de DNA hace uso también
de la electroforesis capilar que puede comunmente analizar de 8 a 96 reacciones de
secuenciacion al m ismo t iempo. P or s u par te, | a m atriz| inear de s eparacion de
poliacrilamida (LPA) que es donde son separados y transportados los productos de
reaccion de secuenciacion, proporciona la mejor resolucion y capacidad de lectura mas

larga.

Reaccidén de secuenciacion

[Desnatura!izacién] [ Hibridacion ] [ Elongacidn ]

EE RN EEEEEEEEEE EERREREREEEEEEDE (EE RN R R R REEEEEEE

E'cc:m'
il it ninig ﬂll!lilltllll 1 3

Electroforesis capilar

[ Migracion ] [ Deteccion ] [ "Base-calling” ]

+—> ACCAGTGTCATGC @
—> ACCAGTGTCATG @

—> ACCAGTGTCAT @ _La ser
—3 ACCAGTGTCA® _— _
— ACCAGTGTC @

—> ACCAGTGT @ \/L‘L,,

—> ACCAGTG®

—> ACCAGT @ B
> ACCAGE camera

GTGTCATGC

L 4

Figura 18. Primera generacion de secuenciacion automatizada.

(Adaptacion de www3.appliedbiosystems.com)

Una vez que la corrida de secuenciacion es completada, la informacion es asimilada
por una ¢ omputadora us ando el s oftware provisto por el secuenciador de D NA. La
caracteristica basica de éste es su capacidad para interpretar las fluorescencias de los
ddNTP’s y producir la informacion de | a secuencia de nuc ledtidos en bruto como un
despliegue de picos, también | lamado electroferograma. U n electroferograma por su
parte, es el grafico que mide la intensidad de las longitudes de onda correspondientes
a los cuatro colores fluorescentes en ¢ ada posicion de nuc leétidos. La intensidad es

registrada como un pico colorido, al cual se le asigna el nucleétido que corresponda al
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color de ¢ ada pi co,comos e apreciaenl| afigura18. C omunmente, | os c olores
asignados para cada nucleétido son rojo para timina (T), azul para citosina (C), verde
para adenina (A) y negro para guanina (G). Adicionalmente al trazado cromatogréfico,
los secuenciadores de DNA automatizados generan un ar chivo de texto de los datos
de la s ecuencia. A este proceso s el e conoce como “base-calling”, que en poc as
palabras es la asignacion de nuc leobases a ¢ ada uno de | os picos c aptados por el

equipo mediante algoritmos informaticos.

La secuencia puede ser leida a partir del electroferograma como el orden definitivo de
nucledtidos, s in e mbargo, s iel s oftware fuesei ncapazdei nterpretarun pi co
fluorescente en particular se asigna una letra “N” para la posicion de esa base. Esto,
puede s er ¢ ausado po rdos bas es que es tén pr esentes en una misma pos icion
(heterocigosidad) o por una débil altitud en un pico. Por tal razon, es importante revisar
manualmente | os el ectroferogramas contra la bas e predicha, para evitar errores que
normalmente ocurren al principio o al final de cualquier corrida de secuenciacion.
Ademas de examinar la adecuada asignacion de bases, debe verificarse la limpieza de
la secuencia en cuanto a que ésta esté bien definida con picos de un solo color bien

espaciados y un ruido de fondo casi ausente.

Para el estudio e interpretacién de | a i nformacion ar rojada por una s ecuenciacion,
normalmente s e recurre al archivo de t exto en el cual la s ecuencia puede ut ilizarse
como formato. FASTAy a pa rtir de és te r ealizar un anal isis bi oinformatico m as
profundo. E n primera i nstancia, sies q ue s e es ta procesandounm ismotipode
muestra a partir de la cual se esperan secuencias muy parecidas o i dénticas entre si,
éstas deber ser sometidas a un alineamiento para detectar posibles variaciones de
longitud y/o asignacion de bases. Junto con esto, su procesamiento con la herramienta
BLAST per mite ¢ omparar | os r esultados obt enidos conl o q uey a es ta r eportado
internacionalmente, y asitener un par ametro de r eferencia s obre | a calidad de | as
secuencias que se estén trabajando de acuerdo a una homologia significativa
calculada es tadisticamente en bas e al aigualdad q ue pr esente c on la s ecuencia
consenso que le corresponda, o bi en, tener el conocimiento de q ue se trata de una

nueva secuencia de nucleétidos.

La informacion recopilada en forma de s ecuencias, puede procesarse individualmente

para det ectar as i m utaciones o v ariaciones e n el g enoma, por e jemplo S NP’sy
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asociarlas con predisposicién a enfermedades, pero también ser analizada en conjunto
y realizar entonces un estudio de poblaciones. Por lo general, esto esta enfocado hacia
la indagacion ev olutiva. H aciendo us o del grado de hom ologia entre s ecuencias del
genoma de una especie en es pecifico o comparandola con algunas otras, y aplicando
una s erie de al goritmos i nformaticos, es p osible| ac onstruccion de ar boles
filogenéticos, que no son mas que patrones de relacién evolutiva que representan su
divergencia a través del tiempo, desde su posible origen hasta como actualmente se

expresan.
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7. JUSTIFICACION.

La diabetes fue documentada por primera vez por los egipcios, siendo caracterizada por
la pérdida de pes oy poliuria (Ahmad, 2013), aunque el término es bastante general y
aplicado a un grupo de enfermedades que conducen a una hiperglucemia prolongada. La
diferencia en los mecanismos para el desarrollo de los diferentes tipos de diabetes forma
la bas e de s u c lasificacion, ¢ onstituyendo | a D iabetes M ellitus t ipo2unade | as
agrupaciones en la patogénesis de esta enfermedad, |a cual esta dada por la sintesis
insuficiente de insulina y su secrecion, secundaria a una r esistencia a insulina (Poretsky,
2010). E sta e quivale ap roximadamente al 90% de t odos los casos de diabetes a ni vel

mundial y puede estar o no asociada a la obesidad.

En los ultimos 50 afios, los cambios en el estilo de vida han guiado a un incremento
dramatico en la prevalencia de la DM-II en practicamente todas las sociedades alrededor
del m undo ( Feinglos, 2 008). R efiriéndose es pecificamente al ¢ omportamiento de es ta
enfermedad en M éxico, se ha observado una tendencia hacia el incremento en un 4. 7%,
pasando de una tasa de morbilidad de 342.1 a 358.2 casos por cada 100 mil habitantes,
siendo el grupo etario de 50-59 afios de edad el mas afectado y con una mayor incidencia
de casos en el sexo femenino, de 1998 al 2012 (Direccion General de Epidemiologia,
2013).

En las ultimas décadas, se ha hallado que mutaciones en el DNA mitocondrial (mtDNA)
tienen gran i mportancia en | a pat ofisiologia de la diabetes no dependi ente de i nsulina,
siendo varios los mecanismos potenciales mediante los cuales la disfuncién mitocondrial
puede causar diabetes. Partiendo de q ue el mtDNA codifica las enzimas de | a cadena
respiratoria, mutaciones en éste pueden perjudicar la produccion de ATP, la cual juega un
papel central en la liberacién de insulina, lo que impide el desarrollo de las células . Por
otra parte, defectos en la fosforilacion oxidativa en tejidos sensibles a insulina pueden

alterar su accién (Poulton, 1998).

En particular, la variante 16189 del mtDNA ha sido confirmada en poblacién caucasica al
estar asociada con la resistencia a la insulina y la DM-Il (Poulton, 2002), ya que ésta
puede al terar | aflexién del D NA y por |o tantoinfluirenl| asinteracciones entre | as
proteinas de uni 6n q ue c ontrolany as eal a replicacién ot ranscripcién del D NA

mitocondrial. Otros estudios sobre esta misma alteracién se han realizado sobre todo en
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la pobl acién as iatica, sin em bargo no hay e studios pr evios r eferidos al ¢ ontinente
americano. D ado g ue en México es ta enf ermedad c onstituye | a s egunda c ausa de
mortalidad (INEGI, 2012), el de sarrollo de es te estudio fue factible usando |a v ariacion
16189 del m tDNA ¢ omo m arcador par a s u a sociacionconla D M-Il en | a pobl acion
mexicana, gracias a |a aplicacion de t écnicas m oleculares comolo sonla PCRYy la

secuenciacion.
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8. OBJETIVOS.

»

»

»

»

»

»

Realizar la am plificacion de | a region hipervariable 1 ( HV-1) de D NA mitocondrial
mediante reacciones en cadena de la polimerasa (PCR), a partir de muestras de
DNA extraidas de carrillo bucal para el posterior analisis de esta region de interés.
Corroborar la presencia de los amplicones de la HV-l de cada muestra a través de
la demostracion de bandas correspondientes al peso molecular de los fragmentos
de DNA en el corrimiento de electroforesis en geles de agarosa.

Llevar a cabo la purificacion de los fragmentos de DNA amplificados con el uso de
un kit comercial con la finalidad de s ometer dichos amplicones a un pr oceso de
secuenciacion.

Aplicar el método quimico de Sanger para la secuenciacion de |os amplicones de
la HV -1 previamente tratados con didesoxinucleétidos marcados con fluorocromos
especificos.

Efectuar el analisis de los electroferogramas obtenidos a partir de la secuenciacion
complementando con al ineamientos ¢ omparados ¢ onel g enoma deD NA
mitocondrial reportado internacionalmente, con el propdsito de detectar la
mutacion puntual T16189C.

Llevar a ¢ abo un anal isis estadistico con el propdsito de es tablecer una pos ible
relacion entre | a presencia de di cho polimorfismo y el des arrollo de | a D iabetes
mellitus tipo 2, tomando en cuenta datos bioquimico-antropomeétricos y

haplogrupos que definan cada una de las muestras empleadas.
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9. MATERIAL Y METODOS.

» Poblacién de estudio y muestras empleadas.

En el presente proyecto de investigacion, se consideraron dos grupos de estudio; uno
positivo, compuesto por individuos con Diabetes Mellitus tipo 2 (n=42) y uno negativo, con
individuos s in D iabetes M ellitus t ipo 2 ( n=82), ba jo| os c riterios d e | a A sociacion
Americana de Diabetes (ADA). Dichos individuos para los dos grupos, fueron de ambos
sexos, de edades entre 37y 89 anos , de o rigen m exicano, c on m adres y abuel as
igualmente mexicanas, y de los cuales se obtuvieron datos clinicos de algunas pruebas
de laboratorio q ue incluyen glucosa en ay uno, perfil de | ipidos (colesteroly TAG’s) asi
como una hemoglobina glucosilada menor de 3 meses. Las muestras de DNA de estos
grupos, fueron proporcionadas por el Labor atorio de B iologia Molecular de | a E scuela
Militar de Graduados de Sanidad (EMGS).

» Amplificacién de la Regién Hipervariable 1 (HV-I) de mtDNA mediante la Reaccién en

Cadena de la Polimerasa (PCR punto final)

Haciendo uso de las condiciones previamente estandarizadas en el Laboratorio de
Biologia Molecular para la amplificacion de la Regién Hipervariable 1 del DNA
mitocondrial (HV-I mtDNA), se realiz6 la Reaccion en Cadena de la Polimerasa punto final
(PCR, por sus siglas en inglés), empleando los oligonucleétidos sentido (Forward) y

antisentido (Reverse) previamente publicados por Butler (2005):

Tabla 6. Primers empleados para amplificar la HV-I del mtDNA

Sentido L 15997 CACCATTAGCACCCAAAGCT Tm 64.96°C / GC 50%

Antisentido H 16391 GAGGATGGTGGTCAAGGGAC Tm 66.92°C / GC 60%

y las condiciones de reaccién sobre un volumen final de 25 pulL:
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Tabla 7. Mezcla de reaccién para la PCR punto final

REACTIVO [] STOCK VOLUMEN [ ] FINAL
Buffer de reaccion
(Invitrogen®) 10 x 25uL 1x
dNTP’s 2 uM 25uL 0.2 mM
Primer Forward 10 uL 2.5 uL 1 uL
Primer Reverse 10 uL 2.5 uL 1 uL
MgCl, 50 mM 3 uL 6 mM
Taq DNA
Polimerasa Platinum 5 U/ul 0.05 uL 0.01 U/uL
(Invitrogen®)
Muestra DNA - S5uL ---
Agua inyectable - 6.95 ulL -

Dichas PCR’s para cada una de | as muestras se realizaron en el equipo GeneAmp PCR
System 9700 de | a marca Applied Biosystems, usando las siguientes caracteristicas para

cada una de las etapas de la reaccion:

Tabla 8. Condiciones de termociclado para la PCR punto final

1 ciclo 5 min. 96°C Desnaturalizacion
30 seg. 96°C Desnaturalizacion
30 ciclos 30 seg. 69°C Alineamiento
30 seg. 72°C Extension
1 ciclo 5 min. 72°C Extension

» Comprobacién del producto de PCR.

Para evidenciar la presencia de fragmentos amplificados de la HV-l y por ende el éxito de
la PCR, se realizaron electroforesis sobre geles de agarosa preparados al 2 % con

UltraPure™ Agarose-1000 (Invitrogen®) tefiidos ademas con 0.8 uL de bromuro de etidio,
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empleando como solucién amortiguadora TBE al 0.5 X (Tris 54 g, Acido bérico 27.5 g, 20
mL EDTA 0.5 M pH 8.0) preparada a partir de TBE Ultrapure 10 X Buffer. El corrimiento
electroforético se llevé a cabo utilizando una camara de electroforesis Whatman Horizon
58, y una vez cargadas las muestras en cada uno de los pozos con un buffer de carga, los
geles fueron sometidos a un v oltaje de 80 -90 V durante aproximadamente 20 minutos,
usando ademas como referencia 2 uL de un marcador de peso molecular preparado en
una relacion 1:10 a partir del 123 bp D NA Ladder 1.0 pg/uL (Invitrogen®). El revelado del
gel se hizo en un transiluminador de luz ultravioleta (312 nm) de la marca DNR Bio-Imagin
Systems y con ay uda del programa K ODAK Molecular | maging S oftware ( KODAK M |
Software) se tomd una fotografia de la electroforesis con la finalidad de respaldar y llevar

un registro de los resultados obtenidos.

» Limpieza de productos de PCR.

Debido a que se proseguiria con una reaccién de secuenciacion, fue necesaria la limpieza
de c adaunode los productos a mplificadosc onl a P CR, par ae vitaras iq uel os
remanentes de | os desoxirribonucleotidos t rifosfatados y dem as r eactivos ut ilizados
interfirieran en esta etapa, por lo que se empled 1ulL del reactivo ExoSAP-IT® USB, el cual
se basa en| a funcién de dos enzimas hidroliticas: una ex onucleasa | que degrada los
primers y una fosfatasa alcalina que hidroliza los ANTP’s. E sta mezcla de r eaccién se

sometio a las siguientes condiciones de termociclado:

Tabla 9. Condiciones de termociclado para limpieza

1 ciclo 15 min. 37°C
1 ciclo 15 min. 80°C
2 ciclos 1 seg. 4°C

» Reaccién de secuenciacion.

Fundamentada en el m étodo enz imatico de S anger, se realizé | a pr eparacion de un a
reaccion par a s ecuenciacion de | os p roductos de am plificacion p reviamente | impiados,

utilizando ¢ omo r eactivos B igDye® Terminator v .3.1 C ycle S equencing K it ( Applied
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Biosystems), el cual contiene analogos de dNTP’s marcados con fluoréforos de la familia
dRodamina que poseen diversos espectros de emision y los cuales se incorporan en el
extremo 3’ de | a hebra de D NA recién el ongada, g enerando fragmentos de di ferente
longitud y marcaje de acuerdo al analogo de b ase incorporado. A su vez, incluye una
mezcla de bu ffery A mpliTag® DNA pol imerasa, r equeridos par a e star eaccién. La s

cantidades empleadas para la mezcla de reaccion fueron las siguientes:

Tabla 10. Mezcla de reaccion para la secuenciacion

Primer Forward (10uL) 1 uL

BigDye® Terminator 1L

Buffer BigDye® 2 uL

Producto de PCR limpiado con ExoSAP-IT® 2L
Agua inyectable 2 ulL

sometida bajo las siguientes condiciones de temperaturas y tiempos en el equipo Veriti 96

Well Thermal Cycler (Applied Biosystems):

Tabla 11. Condiciones de termociclado para secuenciacion

1 ciclo 1 min. 96°C
30 seg. 96°C

25 ciclos 15 seg. 50°C
3 min. 60°C

1 ciclo 3 min. 60°C

» Limpieza de producto de reaccién de secuenciacion.

Tras la preparacion de los amplicones con el marcaje a partir de la reaccién de secuencia,
estos fueron sometidos a una limpieza usando un sistema de columnas CENTRI-SEP™
(Princeton Separations) las cuales contenian un gel dextrano Sephadex® (Sygma Aldrich)
hidratado, a través del c ual s e filtraron | os p roductos de | ar eacciéon de s ecuencia

suspendidos en 10 uL de H,O inyectable, centrifugando a 2800 rpm por 2 minutos en el
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equipo Centrifuge 5418 Eppendorf® y recuperando el filtrado en tubos de recoleccion de
2 mL (QUIAGEN®). Posteriormente, se realizé un secado de la muestra para concentrar la
cantidad de fragmentos amplificados marcados presentes, centrifugando al vacio
(HETO™) durante 20 minutos. Transcurrido este tiempo y obtenido un botén al fondo del
tubo, s e r esuspendio6 el ¢ ontenidoen 20 puL de f ormamida ( HCONH,) ¢ on ag itacion

constante para asegurar la recuperacion de toda la muestra.

» Secuenciacion.

Una vez resuspendidos los fragmentos marcados, se colocé cada una de estas muestras
en una placa de 96 pozos, las cuales se sometieron a un proceso de desnaturalizacion en
el termociclador a una t emperatura de 96° C durante 5 minutos, seguida de 2 m inutos en
hielo. La pl aca fue colocada en el equipo 3130 Genetic Analyzer ABIPRISM® (Applied
Biosystems) tras s u c orrecta p rogramacion, en el cual cada una de las muestras fue
pasada por capilares para su secuenciacion mediante la deteccién de la sefal particular
de cada fluordforo, obteniendo resultados en forma de electroferogramas y asignacion de

determinado nucledtido en cada posicion de la secuencia.

» Analisis bioinformatico.

Sobre los el ectroferogramas obt enidos, ser evis6 lac alidad der esoluciondel a
secuenciacion v erificando | a adec uada as ignacion de nu cledtidos ¢ on el pr ograma
Chromas, en relacion a la amplitud y longitud de los picos en cada uno de los graficos.
Seguido de esto, se convirtieron dichas secuencias al formato .FASTA, empleando ahora
el software BioEdit, con el cual se llevd a cabo una alineacién entre todos los resultados y
la s ecuencia NC_012920 reportada en GenBank, correspondiente al genoma completo
del D NA m itocondrial en el Homo sapiens, det ectando aquellas muestras q ue
presentaban | a mutacion punt ual T16189C. A demas de es to, s e e fectué una dobl e
confirmacién de hom ologia entre cada una de las secuenciasy el mtDNA haciendo un
alineamiento en linea a través del apartado BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

del NCBI. Esto, sin especificar ningun dato sobre el tipo de DNA que se estaba
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trabajando, con el propdsito de obtener resultados confiables sobre la alineacion exclusiva

con el genoma humano, demostrandose una homologia de entre el 85y el 99 %.

Posteriormente, s e procesaron en linea todas |l as s ecuencias ob tenidas en el apartado
MITOMASTER (http://www.mitomap.org/MITOMASTER/WebHome) de la base de datos
correspondiente al genoma m itocondrial MITOWEB, y asipoder es tablecer los

haplogrupos a los cuales pertenecen cada uno de los individuos estudiados.

» Analisis estadistico.

Con ay uda del s oftware G raphPad P rism 6, se c alcularon | as medias y r espectivas
desviaciones estandar para los datos bioquimico-antropométricos de ambos grupos de
estudio. Para la edad, region de origen y haplogrupos correspondientes se obtuvieron las
frecuencias y distribuciones. Junto con esto, se realiz6 un analisis con t de student
comparando | os grupos problemay control para cada uno de |os parametros clinicos,
ademas de | a aplicacion de una pr ueba de Fi sher con la finalidad de es tablecer una
posible asociacion entre dichos parametros y la mutacion T16189C. Finalmente, se realizo
una tabla ANOVA para analizar la presencia y ausencia de la mutacién en los grupos de

diabéticos y controles ante cada haplogrupo.
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10. DIAGRAMA DE FLUJO.
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11. RESULTADOS.

Como se menciono anteriormente, se manejaron dos grupos de estudio, teniendo un total
de 124 individuos entre pacientes diabéticos y personas no diabéticas o controles. En la

tabla 12, se resumen los datos bioquimico-antropométricos de dichos individuos.

Tabla 12. Datos bioquimico-antropométricos de la poblacién estudiada.

Controles Diabéticos p
n 82 42
Mujeres 65 32
Hombres 17 10
Edad (afios) 63.81 £ 13.57 61.07 £ 8.24 0.2322
IMC 28.62 £ 0.49 28.17 £ 0.87 0.6306
HA1 (%) 4.88 + 0.03 7.77 £0.30 < 0.0001
Glucosa (mg/dL) 92.50 + 0.87 153.5+13.14 < 0.0001
Colesterol (mg/dL) 197.1 £ 4.69 195.2 £+ 6.55 0.8193
TAG’s (mg/dL) 186.7 + 15.84 215.0 £ 15.70 0.2562
Controles Diabéticos

Bl Hombres

Hl Mujeres

Graficos 1y 2. Distribucion segin género de los grupos de estudio.
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Grafico 3. Distribucion de edades por grupo de estudio.

Como se observa en los graficos 1y 2, en ambos grupos predominan los pacientes de
sexo femenino, siendo ademas és tos ho mogéneos respecto a | a edad (grafico 3). En
cuanto al indice de masa corporal (IMC) como dato antropométrico, éste tiene un
comportamiento bastante similar en los dos tipos de pacientes (grafico 4). Por su parte,
los valores de la glucosa muestran una diferencia entre diabéticos y controles lo cual se
puede visualizar en el grafico 5, al igual que los valores de la hem oglobina glicosilada
(HA1), los cuales son concordantes para cada grupo de estudio asi como lo indica la
caracterizacion por parte de | a ADA, estando ésta m as el evada en aquel los i ndividuos
diabéticos, c omo s e a preciaenel g rafico6 . Los dem as par ametros bi oquimicos,

colesteroly TAG'’s, apa rentan ser bas tante s imilares par a | os d os tipos de i ndividuos

(grafico 5).
401 15-
301
o - 10
= 20- £
=
5
10
0- 0- 1
Diabéticos Controles Diabéticos Controles
Grafico 4. Valores de IMC. Grafico 5. Valores de HAA1.
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Glucosa Colesterol TAG's

Il Diabeticos

Il Controles

Gréfico 6. Parametros bioquimicos.

Los individuos incluidos en el estudio, provenian de 23 estados de la republica mexicana,
con m adres y abuel as i gualmente mexicanas, pr edominando aq uellos nac idosen | a
region Centro Sur de ac uerdo al grafico 7. Dentro de ésta, sobresalen los originarios del

Estado de M éxico y el Distrito Federal. La distribucién de ¢ ada una de las regiones se
ilustra en la imagen 19.

Suroeste
Sureste
Centro Sur
Centro Norte

Regién

Oriente
Occidente
Moroeste

Moreste

10 20 30 40
Il Controles [l Diabéticos

o -

Gréfico 7. Distribucion segun regién de origen de los grupos de estudio.
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B Noreste:

Coahuila, Nuevo Leén, Tamaulipas

B Noroeste:

Durango, Sinaloa, Chihuahua, Sonora, B.C. Sur, B.C. Norte

B Occidente:

Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan

M Oriente:

Puebla, Veracruz, Tlaxcala, Hidalgo

B Centro Norte:

Aguascalientes, Guanajuato, Querétaro, SLP, Zacatecas

Centro sur:
Morelos, EdoMex, DF

B Sureste:

Tabasco, Campeche, Quintana Roo, Yucatén

B Suroeste:
Guerrero, Oaxaca, Chiapas

Figura 19. Mapa de la Republica Mexicana que indica la distribucion de las regiones analizadas.

Tras la amplificacion de la HV-l de mtDNA de cada una de las muestras de DNA bajo las
condiciones de P CR previamente descritas, se llevd a cabo un corrimiento electroforético
en g el de ag arosa t efiido c on br omuro de et idio para ev idenciar | a presencia de |l os
fragmentos obtenidos como bandas bien definidas aunque de diferentes intensidades en
los distintos carriles, segun la carga de amplicones surgida de cada muestra, lo cual se
aprecia de forma representativa en la figura 20 correspondiente a dicho gel de corrimiento
en donde | os productos poseen un pe so molecular de apr oximadamente 400pb, lo cual
concuerda c on | a |l ongitud es perada de | ar egién am plificada. C abe r esaltar, que |l a
presencia de bandas unicas en cada uno de los carriles y la ausencia de un barrido a lo
largo de éstas mismas, indica que la amplificacion fue hecha correctamente, al obtener
productos de P CR integros, es decir sin degradacion del material genético, unicamente
sobre la regioén de i nterés sin el surgimiento d e fragmentos i nespecificos de di ferentes
tamanos. Por su parte, el no tener ninguna banda en el control negativo aseguré que todo

el proceso careciera de algun tipo de contaminacién con material genético ajeno al usado.
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Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa 2 % en la que se visualizan los productos de amplificacion
(~400pb) de la PCR de la HV-I del mtDNA. PM: marcador de peso molecular de 100pb; (-): control negativo de
la PCR; A-L: muestras representativas de la poblacién de estudio analizada.

Una vez concluidas las limpiezas necesarias de las muestras amplificadas para llevar a
cabo el proceso de secuenciacion y a s u vez finalizado éste, se obtuvieron una serie de
resultados en forma de electroferogramas, correspondientes a cada una de | as muestras
procesadas, en donde el software empleado efectud la asignacion de nucledtidos en las
correspondientes posiciones de |as secuencias. Esto, se visualiza en las figuras 21y 22,
que contiene dos el ectroferogramas r epresentativos para una s ecuencia normal y otra

poseedora de la mutacion puntual T16189C de interés.
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Figuras 21y 22. Electroferogramas resultado de la secuenciacion de la HV-I, en donde a cada nucledtido le
correspondiente un diferente color (G= guanina: negro; C= citocina: azul; A= adenina: verde; T= timina: rojo).
La flecha indica la posicién de la mutacién puntual T16189C.

Teniendo las secuencias en formato .FASTA, se realizo la alineacion de todas éstas con
la secuencia consenso NC_012920 para el DNA mitocondrial de Homo sapiens, con lo
que ademas de corroborar una adecuada secuenciacion de cada una de las muestras, se
pudo identificar mas facilmente la presencia o ausencia de la mutacion T16189C. Como
se observa de forma representativa en la figura 23, la primer secuencia corresponde a |la
reportada en G enBank, teniendo seguida a ésta algunas de | os resultados obtenidos, en
donde por la diferente coloracién propia de la codificacion para los nucleétidos junto con la
asignacion de puntos que sustituyen a la letra que identifica a estos mismos, se expresa

su homologia en cada posicion.

V

'|"|"|'I'|"|"|"|'I'|"|"|"|'|'|"|"|'|'|I"|'|'|'I'|I'|'I'|IlllIIIIIIIIIIJIIIIIIIIIIIII

320 330 340 350 360
CACATCARARACCCCCTICCCCATGCTTACAAGCRAAGTACAGCAATCAACCCTCAACTSA

Figura 23. Alineamiento entre la secuencia consenso del mtDNA humano y algunas muestras representativas,
mostrando la region de interés haciendo uso del software BioEdit.

66



Resultados

Los resultados obtenidos de esta alineacién con respecto a frecuencia de esta mutacion
fueron del 26.19% para el grupo de diabéticos y del 20.73% para el grupo de controles,
siendo di chos por centajes di ferentes ent re | os dos g rupos aun que enm uy baj a
proporcion. S er ealizé el anal isis es tadistico c omparando es ta frecuenciadel| as
secuencias que presentaron la mutacion T16189C en cada grupo de estudio mediante la
aplicacion de unat de student y prueba de Fisher, hallando que no existe una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.5036; OR=1.357) entre su presencia y la DM-II, ya que
pese as er éstamas frecuente en individuos di abéticos s u v ariacion entre grupos es

minima, como puede observarse en el grafico 8.
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Gréfico 8. Frecuencia de la mutacion T16189C en individuos diabéticos y controles.
(p = 0.5036; OR= 1.357)

Junto a esto, se llevé a cabo un analisis de los datos bioquimico-antropométricos
reorganizando a los grupos de estudio en aquellos poseedores de |a mutacién y aquellos
que carecian de ésta, para establecer su posible relacion. Nuevamente, se aplicé un test
de Fisher con el cual todos estos parametros mostraron una tendencia baja entre ambos
grupos aunque sin llegar a ser esta diferencia estadisticamente significativa, a ex cepcion
de los TAG’s cuya p resulto ser de <0.0001 como se indica en la tabla 13, pudiendo estar

éstos asociados a la mutacion T16189C.
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Tabla 13. Datos bioquimico-antropométricos de individuos con y sin la mutacién.

Sin Mutacién

Con Mutacion p
n 96 28
IMC 28.42 + 0.46 28.72+1.14 0.0759
HAL (%) 5.83+0.17 5.97 £ 0.40 0.1227
Glucosa (mg/dL) 110.5 £ 5.55 122.3 £ 12.67 0.1471
Colesterol (mg/dL) 197.8 +4.10 191.8+9.34 0.1517
TAG’s (mg/dL) 190.8 + 9.48 2149+ 41.17 <0.0001
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Gréfico 9. Valores de IMC en individuos con la presencia o ausencia de la mutaciéon T16189C.

(prueba de Fisher; sin diferencia estadisticamente significativa)
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Gréfico 10. Valores de HA1 en individuos con la presencia o ausencia de la mutacién T16189C.

(prueba de Fisher; sin diferencia estadisticamente significativa)
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Gréfico 11. Valores de glucosa en individuos con la presencia o ausencia de la mutacion

T16189C. (prueba de Fisher; sin diferencia estadisticamente significativa)
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Gréfico 12. Valores de colesterol en individuos con la presencia o ausencia de la mutacién

T16189C. (prueba de Fisher; sin diferencia estadisticamente significativa)

69



Resultados

500 -
_ 400-
|
L,

S 300

E

7]

¢ 200 -

= 100
D.

Sin Mutacion Con Mutacion

Gréfico 13. Valores de TAG’s en individuos con la presencia o ausencia de la mutacién T16189C.

(prueba de Fisher; con diferencia estadisticamente significativa; p<0.0001)

Dei gual formay al tratarse de material g enético m itocondrial, como s e des cribio
anteriormente c ada una de | as s ecuencias s € s ometido a una pe rfilacion par a pod er
establecer s u hapl ogrupo c¢ aracteristico. Los haplogrupos p redominantes par a a mbos
grupos de estudio son los A, B, C y H, teniendo también la presencia de otros como lo son

D, G,J,K L, M, O, R, Uy X, pero en menor proporcion como se aprecia en el grafico 14.
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Grafico 14. Frecuencia de haplogrupos en individuos diabéticos y controles.
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Por ul timo, es tableciendo una r elacién entre | a presencia de | a mutacion T 16189C en
cada grupo de estudio y el haplogrupo determinado, se tiene que los haplogrupos Ay C
se muestran predominantes en los casos no mutados mientras que los haplogrupos B y H
tienen mayor presencia en aq uellos con la transicién T-C, taly como se visualiza en e |
grafico 15.
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Gréfico 15. Frecuencia de haplogrupos en individuos con la presencia o ausencia de la mutacion

T16189C. (xz; con diferencia estadisticamente significativa; p <0.0001)
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12. DISCUSION.

En el presente estudio se incluyeron 124 pacientes mexicanos adultos, distribuidos en dos
grupos homogéneos respecto a la edad teniendo en mayor proporcion mujeres, de forma
similar en a mbos. Dicha agrupacioén, se hizo en bas e a una adec uada definicién de | a
Diabetes mellitus 2, patologia que representé al grupo problema como lo muestran | os
datos de glicemiay H A1 g ue de finen a es ta e nfermedad, junto con un grupo control
conformado por i ndividuos c linicamente s anos. S e debe r esaltar que pes eaes ta
distincion entre pacientes diabéticos y aquellos que no padec en la enfermedad, ambos
grupos presentaron una condicidon de sobrepeso e inclusive cierto grado de obesidad, lo
cual es un pr oblema actual que aqueja a | a poblacion mexicana en g eneral (Rtveladze,
2014).

Aunado a esto, otros datos bioquimicos analizados en los dos grupos como lo son el
colesterol y TAG’s se hallaron elevados, s obrepasando los limites normales altos para
estos analitos, que deben ser menores a 200mg/dL y 150mg/dL respectivamente (NOM-
037-SSA2-2002). E sto se vereflejado en| os valores de | MC, que d e igual forma se
encuentran incrementados y como se menciono previamente, demuestran un problema de
salud publica en | a pob lacion. Como loindicala O MS, un | MC igual o s uperior a 25

determina un estado de sobrepeso mientras que si éste es igual o superior a 30, se esta
hablando de un caso de obesidad (OMS, 2014). Ambas situaciones tuvieron presencia en
los dos gr uposde estudio. Enc onjunto, todoses tos par ametros bi oquimico-
antropométricos pueden | legar a ¢ aracterizar una al teracion en el metabolismo de ¢ ada
individuo, dado el hecho de g ue la adiposidad abdominal (visceral) es metabdlicamente
activa yes r esponsableeng ranm edidadeunad islipidemia at erogénica e

hiperinsulinemia, ent re otros riesgos vasculares, ademas de lac omun ingesta de

alimentos altos en lipidos por parte de los pacientes con obesidad (Miller, 2005).

Dentro de los factores genéticos causantes de un desorden metabdlico se ha identificado
el pol imorfismo de m tDNA T 16189C c omo un “ hotspot” par a | a det erminaciéon de | a
resistencia a la insulina, obesidad y desarrollo de Ia Diabetes mellitus tipo 2. Esta regién
estd cercana al origen de replicacion del mtDNA por lo que juega esta posicion un
importante papel en el mantenimiento del nimero de copias de este material genético por
cada célula gracias a la transcripcion. Junto con esto, se ha dem ostrado que la proteina

de union al DNA de cadena sencilla (mtSSB) se une con baja afinidad a dicha variante lo
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que resulta en una el evadaresistenciaal ainsulina y unad isfuncién de | as c élulas
B (Park, 2008).

Para |a realizacion de e ste estudio, fue necesaria la aplicacion de t écnicas moleculares
con las cuales las muestras de D NA obtenidas de cada paciente fueron procesadas para
obtener asi resultados en cuanto a la region de interés del genoma mitocondrial. Tanto la
PCR como la secuenciacion son métodos finos para el analisis del mtDNA, ya que no sélo
se pueden obt ener de es ta forma una c antidad c onsiderable de ¢ opias del m aterial
genético a partir de las cuales se define la secuencia especifica de dicha regién, sino que
losr esultadoss onas uv ezc laros yes pecificos, es tableciendo g raficamente el

posicionamiento y orden de cada uno de los nucleétidos que conforman la secuencia. En
cambio, el uso de enzimas de restriccion como es el caso de al gunos aut ores pue de
acarrear ciertos inconvenientes en ¢ uanto a | a correcta caracterizacién de | a secuencia
del mtDNA que se desea analizar, ya que comunmente el uso de és tas se recomienda
ante | a m anipulacién de D NA peq uefio como lo es el bac terianoy viral, mas no es

adecuado para plantas y animales superiores (Breslow, 2005). Otro ejemplo de esto, y al
tratarse es te es tudio d e una m utacion pun tual, es | a pos ibilidad de degradacion del
mtDNA mutado y conservacion del de tipo silvestre, dada la poca especificidad de bases

que poseen pese a su alta selectividad (Fahy, 2010).

La asociacion de la variante mitocondrial T16189 con la Diabetes mellitus tipo 2 ya ha sido
previamente establecida en pobl acién europea y asiatica ( Poulton, 1998; P oulton 2002;
Weng, 2005; Park, 2008; Aral; 2011) sugiriendo a es ta mutacion puntual como un factor
de r iesgo a umentado para quet enga p resencia di cha enf ermedad m etabdlica. S in
embargo, unicamente se han desarrollado estudios sobre estas poblaciones sin tomar en
cuenta a otros grupos étnicos en donde tiene mayor indice de afeccién la diabetes, como

lo es la poblacion mexicana.

Enla m ayoria de | os es tudios r eportados en | a |l iteratura s e habl a de una di ferencia
estadisticamente significativa entre individuos diabéticos y controles ante la presencia de
la variante T16189C. En el presente estudio, los resultados arrojan que no ex iste dicha
significancia en los grupos analizados ya que la frecuencia de esta mutacion es bastante
similar en am bos. Sin e mbargo, c abe destacar que | os por centajes obtenidos tanto en
diabéticos c omo en ¢ ontroles s on en s u m ayoria m ayores a lo descritoen| as otras

poblaciones. Ejemplo de esto, puede verse en la tabla 14.
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Tabla 14. Comparacion de la variante T16189C en lo reportado en la literatura

Referencia Diabéticos Controles p OR
11/42 (26.2%) 17/82 (19.5%) 0.5036 1.357
Poulton, 1998% 9/59 (15.6%) 19/192 (9.9%) 0.2463 0.610
Poulton, 2002" 46/463 (9.9%) 30/469 (6.4%) 0.0480 1.610
Park, 2007 ° 872/2469 (35.3%) 373/1205 (31.0%) 0.003 1.256
Aral, 2011¢ 7/39 (15.2%) 11/31 (26.2%) 0.2904 1.977

% Primer estudio en donde se reporta la asociacién de la variante con la resistencia a insulina

® Estudio en donde se demuestra una asociacion significativa entre la variante y la DM-II

¢ Estudio en donde se demuestra una asociacion significativa entre la variante y la DM-II sobre una poblacién
mas grande y con mayor frecuencia de la variante T16189C

¢ Ultimo estudio reportado en donde no se halla asociacién significativa entre la variante y la DM-II

A su vez, en estos grupos previamente estudiados se ha demostrado una prevalencia alta
de la mutacién en pacientes con Sindrome Metabdlico (Weng, 2008), lo cual involucra una
variaciéon en | os parametros bioquimico-antropométricos como son el IMC, hemoglobina
glicosilada, glucosa, colesterol y perfil de lipidos, al igual que en este estudio. Ahora bien,
buscando una as ociacién entre |os datos bioquimico-antropométricos y la presencia y/o
ausencia de la mutaciéon puntual, se tiene que el Unico parametro que muestra una
diferencia es tadisticamente s ignificativa son los TAG’s, pe sea que los otros da tos
resultan con una tendencia baja que sugiere p udiera estar asociada mas no de forma

significativa.

Aral (2008) menciona que existen una serie de proteinas que también son afines a unirse
a la posicion de este polimorfismo dentro de las que destaca la DC50, involucrada en el
metabolismo de lipidos y energético, por |o que puede v erse repercutida su accién con
una union débil. Respecto a esto, debe también de considerarse que se trata de
poblaciones di stintas ¢ on ¢ ostumbres al imenticias pr opias, aunadoa un am bientey

factores socioecondémicos diferentes que influyen en el estado nutricional de un individuo.

Como se describié anteriormente, el mtDNA tiene su origen maternoy es gracias a un
analisis de s us pol imorfismos por par simonia q ue puede es tablecerse s u or igeny
divergencia en la poblacion a través de las generaciones. En la figura 24, se muestra de

forma simplificada el surgimiento y variacién de | os principales haplogrupos por regiones
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mundiales. Dicha caracterizacién en forma de haplogrupos, se realizé para cada una de
las s ecuencias obtenidas en donde s e obtuvo que los haplogrupos A y C tienen mayor
frecuencia en individuos carentes de la variante T16189C, a diferencia de aquellos con la

mutacion presente, en donde predominan los haplogrupos B y H.
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* e, 11,12, 14,15, 18)

Figura 24. Linajes simplificados del mtDNA humano (www.mitomap.org)

Evolutivamente, s e tiene q ue el hapl ogrupo A es c aracteristico de | a pobl acion nat iva
americana (Martinez-Cortés, 2013) siendo ademas el que predomina en toda la Republica
Mexicana ( Guardado-Estrada, 2009) , s eguido del hapl ogrupo C . P or s u par te, el

haplogrupo H pertenece a la regiéon europea (Richards, 1998). Esta podria ser una posible
asociacion entre la incidencia de la variante T16189C y la diabetes asi como entre grupos

étnicos, ya que se ha visto q ue el haplogrupo H es unodel os que tiene m as c asos
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asociados con la mutacién identificada (Poulton, 2002). Sin embargo, publicaciones mas
recientes han rechazado tal propuesta al incluir en sus estudios poblaciones mas grandes.
También se ha demostrado que el haplogrupo B de origenes asiaticos, tiene asociacion
significativa c on | a di abetes c on grupos i gualmente nu merosos ( Liou, 2012) , | o ¢ ual
concuerda con lo hallado en las muestras poseedoras de |la mutacién. Respaldando este
hecho, s e tiene que e specificamente | a v ariacion T 16189C es c onsiderada c omo una

transicion caracteristica del haplogrupo B (Horai, 1990; Tamm, 2007).

Finalmente, debe des tacarse que el num erodei ndividuos anal izados es baj o a
comparacion de lo que se ha reportado ultimamente en la literatura, por lo que el incluir a
una poblacion mas grande puede brindar un panorama mas amplio respecto a la
influencia de los diferentes haplogrupos. Lo que se rescata de todo este estudio es que se
comprueba la asociacion de la mutacion en cuanto a los valores de TAG’s que a fin de
cuentas llevan a un probable estado de obesidad en los pacientes, y éste a su vez una

predisposicion al desarrollo y complicacion de la Diabetes mellitus 2.
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13. CONCLUSIONES.

La frecuencia de la mutacion puntual T16189C en la poblacion mexicana analizada esta
asociada con niveles elevados de TAG’s séricos, que pueden conducir a un estado
diabético influenciado a su vez por el sobrepeso u obesidad, junto a una posible influencia

de valores altos de glicemia, hemoglobina glicosilada y colesterol.

Los haplogrupos B y H del mtDNA muestran ser caracteristicos ante la presencia de dicho
polimorfismo. En cambio, los haplogrupos A y C no indican susceptibilidad genética para

dicha variacion en el genoma mitocondrial en la poblacion mexicana.

El uso de las técnicas moleculares de PCR punto final y secuenciacién de Sanger resultd
ser de g ran utilidad para un c orrecto establecimiento de | os nucleétidos gue componen
una region de interés del material genético, permitiendo asi el estudio de | as secuencias

de forma mas sencilla y certera.
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