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Resumen

La vitamina D y su metabolito hepético, la 25 hidroxivitamina D, son precursores de la
sintesis de la 1,25 (OH), Ds Vitamina D o calcitriol, que es el metabolito activo. Una de sus
fimciones es estimular la abseorcién del calcio intestinal y la mineralizacién de los huesos.
Se ha sugerido que la deficiencia de la vitamina D. posiblemente este involucrada en la
patogénesis de la diabetes meliitus tipo 1. La diabetes mellitus (DM1), es una enfermedad
autoinmune caracterizada por la destruccidon de las células beta, las cuales producen
insulina y se encuentran localizadas en los islotes de Langerhans del pancreas. Entre 5% y
10% de los casos de DMI corresponde a este sindrome. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar la asociacidn entre los polimorfismos Fokl, Bsml y Tagl del gen receptor de
vitamina D (RVD), con la susceptibilidad a DMI en poblacién del occidente de México. Se
obtuvieron 33 muestras de sangre de pacientes con DM]1 y 33 de personas sanas. Se extrajo
el DNA y se amplifico y digirieron los tres sitios polimérficos del gen RVD (Fokl, Bsml ¥
Tagl). Los fragmentos se separaron en geles de poliacrilamida al 6% (29:1) vy se tifieron

con nitrato de plata,

Las pruebas estadisticas se analizaron con un programa interactivo para MS-DOS.
utilizando la prucba X7, y se estimaron las frecuencias aléficas y genotipicas encontrando
diferencias estadisticamente significativas para las frecuencias genotipicas de pacientes y
controles de los polimorfismos Fokl y Bsml. Ademds en base a estudios bibliograficos se
realizd la comparacion de las frecuencias genotipicas obtenidas de la poblacién del
Occidente de México, con otras poblaciones: Hingara, Taiwanesa y Croata, mostréandonos
asi que la poblacién Taiwanesa es diferentc en sus porcentajes para dos sitios polimérficos

Bsml y Tagl.

Nuestres resultades sugieren que los polimorfismos Fokl y Bsml. tienen asociacion con la

susceptibilidad a DMI en poblacidn del occidente de México,



ANTECEDENTES

Clasificacion de la Diabetes

Diabetes mellitus de tipa |

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1), es causada por la destruccion de células beta, las
cuales se encuentran en los islotes de Langerhans del pancreas, que origina la pérdida de la
secrecion de insulina. Representa entre 5 y [0% de los casos del sindrome diabético. Se
distinguen dos subclases, una variedad autoinmunitariz y otra idiopdiica. La DMI es mas
frecuente en nifios y adolescentes, y se le llamaba diabetes mellitus juvenil. Este tipo es raro
en los adultes. En estudios comunitarios entre el 15 y 30% de los casos de DMI1 se
diagnosticaron después de los 30 afios de edad (Le Roith, 2003). La mds alta prevalencia de
la enfermedad se encuentra en poblaciones del norte de Europa donde Finlandia presenta la
incidencia mas alta (35.3 por 100,000 habitantes), la prevalencia es baja en poblaciones de

Asia y Africa, en México la incidencia es de 0.6 por 100,000 habitantes (Karvonen y cols,

1993).

Diabetes mellitus de tipo 2

Producida por una combinacion de factores genéticos y no genéticos cuyas
consecuencias son la resistencia insulinica y la deficiencia de insulina. No se conocen los
genes especificos, pero se les investiga de manera intensiva. Algunos de los factores no
genéticos son edad avanzada, consumo excesivo de calorias, sobrepeso, adiposidad central,
vida sedentaria y bajo peso al nacer. Corresponden entre 90 v 95% de los casos del sindrome

diabético (Le Roith, 2003},

bb



Diabetes melfitus gestacional

Se define como la diabetes melilitus que es diagnosticada por primera vez durante el

embarazo, afectando entre 3 a 5% de las mujeres gestantes (Le Roith, 2003).

Otros tipos especificos de diabetes mellitus

Estas variedades comprenden un grupo casual heterogéneo que abarca los casos de
diabetes vy las causas se conocen parcialmente. Estas causas comprenden defectos genéticos
conocidos que alteran el funcionamiento de las células beta o la accion insulinica,
trastornos del pancreas exocrino, endocrinopatias, cambios pancreaticos medicamentosos o
quimicos y enfermedades y situaciones en la que la frecuencia de la diabetes se eleva en
grado considerable pero ain no se ha establecide una causa precisa, Representa entre 1 y

2% de los casos de sindrome diabético (Le Roith, 2003).

Vitamina D

La vitamina D y sus metabolitos circulan en sangre umidos a una alfa-globulina
especifica, puede estar almacenada en tejido adiposo y muscular por varios periodos. La
vitamina desaparece del plasma con una vida media de 19 a 25 h (www. biopsicologia.net).
Los compuestos de la vitamina D v sus metabolitos son excretados principalmente en biiis
y heces menos del 4% de [a ingesta es excretada por la orina (www.scielo.org.veg). Es
esencial para promover la absorcién y utilizacién del calcio y del fosfato, v para la
calcificacién normal del hueso. El papel fisiclogico que cumple la vitamina D es actuando

como un regulador positivo de la homeostasis del calcio (www.wyeth,com.mx}.

Se ha sugerido que la deficiencia de la vitamina D este involucrada en la
patogénesis de la DMI, en un modelo en ratones diabéticos no obesos (NOD) se demostrd

que el tratamiento con vitamina D impide e} desarrollo de la DM (Atkinson y cols, 1999),



La [, 25 dihidroxivitamina I3 o calcitriol, es una hormona inmunoreguladora
- importante que se encuentra imvolucrada en muchos procesos biologicos, posee propiedades
antiproliferativas, antiangiogenésicas, antioxidantes e inmunosupresoras (Bell,1995). Es
hidroxilada en el higado a 25-hidroxivitamina D3 (25-OH-Ds), que es la forma circulante y

es convertida a la forma activa la.25-dihidroxivitamina D5 a 1,25-(OH):-D; o calcitriel

(hpp:/#/ bu.s.sld.cu/revistas).

El calcitriol influye sobre la maduracion de las células mononucleares y su
diferenciacion, asi como sobre la produccidn de citocinas. Su accion es semejante a la de
las hormonas esteroideas y tiroideas, favorece el reclutamiento de células precursoras de
osteoclastos hacia sitios de reabsercion, asf como el desarroilo de funciones diferenciadas
que caracterizan a los osteoclastos maduros. Se une a receptores citosolicos dentro de las

¢élulas blanco (www.biopsicologia.net).

Gen del Receptor de la vitamina D (RVD)

El receptor de la vitamina D, es intracelular y se localiza en la membrana nuclear,
s¢ encuentra en todos los tejidos blancos de la vitamina D (hueso, piel y paratiroides), y
pertenece 2 la familia de los receptores de esteroides (www.igb.es/nutricion). Tiene dos
dominios, uno de unidn a vitamina D ¥ otro que se une al DNA

{(www.departamentos. unicam.es).

El gen del receptor de vitamina D (RVD) en humanos estd localizado en el
cromosoma 12 cen-ql2. Contiene 1] exones y se extiende a través de 75 kb, su extremo 5
no codifica ninglin producto e incluye & los excnes 1A1B,1C. El producte final, del
receptor de la vitamina D es codificado por los otros 8 exones (Hui y cols. 1988, Haugeber
y cois. 2000}, Se producen 3 isoformas por ajuste o empalme diferencial de Jos exones 1B v
1C; el exén 1A es rico en GC y presenta una caja TATA en su region promotora

(http://genetic.lab.topcites.com).



Los exones 1T y III codifican para el dominio que se une al DNA, vy los exones VII, VIIT y
IX codifican para el dominio que se une a la vitamina D (http://genetic.lab.topeites.comy),
(Fig. 1). Nos muestra [z estructura de los exones e intrones del receptor VD referido por
(San Pedro y cols, 2005) y modificado por C.G.R.

Fig. 1 Esquema de la unidad de transcripeién del gen RVD.



Complejo (RVD/RXR)

El RVD después de unirse a la vitamina D; forma un compicjo {RVD/RXR) con otros
receptores hormonales, en particular con la familia de los receptores retinoides X. Este
complelo se liga a secuencias de DNA llamadas elementos de respuesta a vitamina D
(VDRE), en las regiones promotoras de los genes que regula

{www departamentgs.unicam.es), (Fig. 2). Nos ilustra la interaccion que tiene la vitamina D

al entrar a la célula modificande la produccidén de Osteolealcina y Osteoponina,
disminuyendo asi Ia obtencién del coligeno;, referido de (www.scielo.org.veg) ¥

modificado por C.G.R.
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Fig. 2 Activacion de la regulacion de la vitamina D en la célula.



Polimorfismos del gen receptor de vitamina D

Polimorfismo Fokl del gen RVD

Entre los diversos polimorfismos del gen RVD, un cambio de C por T genera un
coddn de inicio nuevo (ATG), 9 pares de bases antes del sitio de inicio comin, el cual se
detecta por la presencia de un sitio de reconocimiento para la enzima Fokl (Fig. 1). El alele
“f* (definido como la presencia del sitio de restriccion), genera un péptido con 3

aminodcidos (aa) adicionales que es 1.7 veces menos eficiente que el del alelo “F” aiterno

(Arai y cols, 1997).

Este polimorfismo se ha asociado también con una baja densidad dsea (Harris y
cols, 1997). Ademas el genotipo “ff" se ha observado fuertemente asociado con
tuberculosis en Asia, mientras que el genotipo “FF” con aumento en la activacion de la
transcripcién y absorcion de calcio (Liu y cols, 2003). No obstante, en un estudio realizado
en mas de 1000 pacientes en Finlandia se concluye que es poco probable que exista una
asociacién de estos polmorfismos con la DM (Turpeinen y cols, 2003). En las
poblaciones de Navarra y Barcelona se demostré que el alelo F, puede incrementar la

susceptibilidad 2 DM1 (Marti y cols, 2004).

Polimorfismo Bsml del gen RVD

E]l polimorfismo Bsml se localiza en el intrén que separa los exones VI1II y IX (Fig.
1), es el mas estudiado, ya que se relaciona con el 75% del efecte genético en la
osteoporosis (Liu y cols, 2003). Se ha demostrado su influencia en la absorcion de calcio y
la densidad minerai dsea. Ademds, se ha observado que las distribuciones alélicas de este
polimorfismo muestran variaciones inter-poblacionales (Bellamy y cols, 1999; Wilkinson y

cols, 2000; Selvaraj v cols, 2000),

Estudios recientes han asociado polimorfismos del gen ¥ con DMI en diferentes
poblaciones; Chang ¥ cols, (2000) en Taiwdn reportan diferencias en las frecuencias

alélicas del polimorfismo Bsml en pacientes con DMI, v concluyen que el genotipo “BB”



conflere mayor riesgo para desarrollar [a enfermedad. También Mec Dermott y cols, (1997)

encontrd una transmision preferencial del alelo “b™ en pacientes con descendencia afectada

del Sur de la India.

Polimorfismo Tuqgl del gen RVD

El coddén 352 del exdn 9 de este gen es polimérfico y puede existir como ATC o
ATT, siendo el primero (ATC, alelo “t”} un sitio de reconocimiento para la enzima Tugl,
mientras que con el cambio C—T (ATT, alelo “T") se pierde el sitio de restriceidn (Fig. 1).
El alelo T es el mas comun, mientras que el “t” (menos comun) se ha asociade con niveles
aumentados de la expresién del mRNA de este gen (Mormison y cols, 1992). Como
resultado, aquellos individuos que son homocigotos para el alelo *t” demuestran mayor

cantidad del metabolito activo de la vitamina I en suero (Taylor y cols, 1996).

Se ha sugerido que este polimorfismo se asocia con diferentes entidades
patolégicas, infecciosas, neoplasicas e idiopdticas. Aunque, los datos no son adn
concluyentes y son controversiales, el genotipo “1t” puede estar asociado con baja densidad
osea (Zmuda y cois, 1997), con resistencia a hiperparatiroidismo primario y secundario
(Carling y cols, 1895), con resistencia al cdncer de préstata (Taylor v cols, 1996), y con

tolerancia a la iInfeccidn por el virus de la hepatitis B (Bellamy y cols, 1999).

En otros estudios se han reportado combinaciones de los alelos de los
polimorfismos del gen RVD, en poblacion de nifias alemanas el polimorfismo Bsml, mostrd
que el alelo b incrementa la susceptibilidad a DM (Baldz vy cols, 2002). Para la misma
poblacidn se descubrié una asociacién del genotipo “TT” para ¢l polimorfismo Tagl en

pacientes con DM (Fassbender y cols, 2002).

Ademss, en poblacion del sur de Croacia se observé que la combinacién de los
genotipos BB/AA/tt confiere una fuerte susceptibilidad a desarrollar DM1 (Skrabic v cols,
2003). Estudios en poblacidn Alemana. sugieren que el haplotipo “BAt” puede estar
asociado con susceptibifidad a DM (Pani y cols, 2000).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus esta considerada como un problema de salud pablica. Los

polimorfismos del gen RVD han sido estudiados en otras partes de! Mundo, encontrando

asociacién con la DMI.

En Meéxico aun no existen datos que sustenten, si existe ¢ no, una asociacion de
estos polimorfismos con la diabetes mellitus tipo 1. Por lo cual nos proponemos contestar la

siguiente pregunta.

Pregunta de Investigacion:

¢ Existe asociacion entre los polimorfismos del gen RVD y la DMI en pacientes del

occidente de México?



JUSTIFICACION

Actualmente la DMI es una enfermedad autoinmune, que ha aumentadoe el nivel de
mortalidad a nivel mundial, en un 5% anual Esto quiere decr que probablemente los

factores ambientales, junto con los genéticos, determinan la aparicion de la enfermedad.

En los dltimos afios se ha estudiado el efecto de los polimorfismos del gen RVD
relacionado con la susceptibilidad a DM1 en poblaciones de diferentes partes del mundo.
Conocer cudles son los alelos y genctipos que determinen su presencia en pacientes
mexicanos con DMI, contribuird a identificar los individuos con riesge de contraer la

enfermedad.



HIPOTESIS

Los polimorfismos Fokl, Bsml, y Tagl del gen RVD, estin asociados con la

susceptibilidad 2a DM1 en poblacion del occidente de México.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar lz asociacién entre los polimorfismos del gen RVD con la susceptibilidad a

DMI en poblacién del occidente de México.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.1 Identificar los alelos v genotipos de los polimorfismos Fokl, Bsml, y Tagl del gen

RVD en pacientes con DM1 y un grupo control.

1.2 Reportar la frecuencia de los alelos y genotipos de pacientes con DMI1 y el grupo

control,

1.3 Comparar la frecuencia de los genotipos encontrados en  pacientes con DMI con los

de otras poblaciones reportadas.



MATERIAL Y METODOS

SEDE DEL ESTUDIO

Laboratorio de Bioguimica I'V, Divisidn de Genética del Centro de Investigacion Biomédica
de Occidente (CIBQ), con la colaboracion del Servicio de Endocrinologia del Hospital de

Especialidades dei Centro Médico Nacional de Qccidente, IMSS.

Diseiio experimental
Tipo de estudio: Transversal, descriptivo y comparativo.

Tamafio de muestra: Se tomd una n minima de 30 individuos, segin la férmula de

Chakravorty 1992.

Universo de estudio: 33 individuos diagnosticados con DM1 originarios del occidente de
Meéxico. captados en el Servicio de Endocrinologia del Hospital de Especiaiidades del
Centro Médico Nacional de Occidente. Con el fin de tener un modelo comparativo se
analizaron 33 individuos sin la enfermedad procedentes del Banco de Sangre del Centro

Meédico Nacional de Occidente. Tanto en individuos con DM ¥ controles son equiparables

en sexo y edad.

Criterios

Inclusion:

.
%

<

Pacientes diagnosticados con diabetes meilitus tipo 1
Edad de 16-55 afios

Sexo indistinto

Que acepten su participacion en el estudio
Derechohabientes del IMSS

.
.
o

.
s

¥,

*
“e

2,
Ld

Exclusion:

% Pacientes con uno o ambos padres exiranjeros
% Que su muestra no sea suficiente o su DNA este degradado
*+ No acepten participar en el estudio



Extraccion de DNA
De cada individuo se recolectaron de 3 a 10 ml de sangre periférica en un tube con EDTA
como anticoagulante y el DNA total se obtuvo mediante el método de Miller y cols, (1988).

En este trabajo para la extraccion del DNA se utilizé el método de Gustinchich y cols,

(1991}, (Anexo III).

Cuantificacion del DNA
Para determinar la calidad y cantidad del DNA extraido, se cuantificaron las muestras en un
espectrofotémetro de Juz UV a 260 y 280 nm. Posteriormente se analizaron mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 0.6% tefiido con bremuro de etidio {Anexo V y V),

Amplificacion del DNA
Mediante Reaceion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se amplificd una region el gen RVD,

usando iniciadores especifices:

Fokl
Codén de inicio de Fokl i
SAGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT 3° Sentido
SATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC 3° Antisentido I

Longitud del segmento amplificado: 260 pb
La amplificacién se realizd de acuerdo a (Wilkinson v cols, 2000).

Condiciones de amplificacion:
Desnaturalizacion inicial a 96°C durante 1 min, desnaturalizacién a 94°C por 45 seg,

hibridacion a 60°C por 45 seg, elongacion del DNA a 72°C por 45 seg, niumero de ciclos: 30



Exon 7 eintrén 7 de Bsml Bsml

5’ CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGAS® Sentido
FAACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGGS’ Antisentido
Longitud del segmento amplificado: 600 pb VIII IX

La amplificacion se realizé de acuerdo a (Chang y cols, 2000},

Condiciones de amplificacién:
Desnaturalizacidén inicial a 94°C durante 5 min, desnaturalizacién a 94°C por 30 seg,

hibridaciéon a 64°C por 30 seg, elongacidon de! DNA a 72°C por 30 seg, nimero de ciclos: 32

Tagl
Intron § yexén 9 de Tagl 9
5'CAGAGCATGGACAGGGAGCS’ Sentido
5’AGGAGAGGCAGCGGTACTG3® Antisentido
Longitud del segmento amplificado: 480 pb / :
atc
. . . m
La amplificacion se realizo de acuerdo a (Chang v cols, 20003. ATI
Leo

Condiciones de amplificacion:
Desnaturalizacién inicial a 96°C durante 5 min, desnaturalizacion a 94°C por 30 seg,

hibridacién a 68°C por 30 seg, elongacion del DNA a 72°C por 30 seg, nimero de ciclos: 32
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Digestion del producto de PCR con enzimas de restriccion

El producto de Iz PCR se sometié a digestion enzimdtica con la enzima de restriccién

correspondiente (ver cuadro 1). Wilkinson y cols, {2000); Chang y cols, (2000).

Cuadro 1. Enzimas de restriccién y fragmentos esperados

Regién Iniciadores Tamaiio Enzima Fragmentos
polimorfica producto de esperados
PCR (pb) | restriccién | despuésdela
digestién
(pb)
Codon de 53 AGC TGG CCC TGG CAC 260 Fokl 175y 85
inicio TGACTCTGC TCT 3
5'ATG GAA ACA CCT TGC
TTC TTC TCC CTC 3'
Exén 7- 5" CAA CCA AGACTA 600 Bsml 500 y 100
Intron 7 CAA GTA CCG CGT CAG
TGA Y
5" AAC CAG CGG GAA
GAG GTC AAG GG 3
Intrén 8- 3 CAG AGC ATGGAC 480 Tagl 280 y 200
Ex6n9 AGGGAGC 3
3" AGG AGA GGC AGC
GGTACTG Y

Electroforesis en geles de poliacrilamida al 6%

Se lieva acabo ¢l corrimiento del gel en una ¢camara de electroforesis a 250 voltios durante

un tiempo de 2 h, se coloca en un extremo del gel un marcador de 50 pb, se tifie el gel con

nitrato de plata, una vez terminada la electroforesis para observar el producto de digestién.

Anilisis de los geles

Sec analizaron las bandas en los geles para determinar Jos alelos presentes en cada individuo.



Andlisis Estadistico

El equilibrio de Hardy- Weinberg fue evaluado para cada polimorfismo en el grupo
control mediante una prueba de Chi-cuadrada, se analizaron las frecuencias genotipicas y
alélicas para cada polimorfismo en el grupo de DMI y el grupo control utilizando un
programa iterativo de Compute para MS-DOS, desarroilado por el Dr. Y, Zhong.
Universidad de Qhio 1974. Se realizaron comparaciones de las frecuencias genotipicas con

otras poblacienes reportadas: Hangara, Taiwanesa, y Croata.

Consideraciones éticas

El estudio es considerado de riesgo minimo. Se pidid el consentimiento informado
voluntario (Anexo I) 2 todos los pacientes, en una hoja se le explicaron los motivos del
estudio, sus objetivos y posibles resultados esperados. Se le informé que su participacion o

su negativa en cada caso ne modificardn los criterios para su atencién médica.



RESULTADOS

Andalisis del polimorfismo Fokl

En ia Fig.3 se muestran, los fragmentos de DNA producto de la digestién enzimatica con
Fokl. La ausencia del sitio de corte para esta enzima genero un fragmento de 260 pb, v la
presencia produjo dos fragmentos de 175 pb y 85 pb respectivamente. Los genotipos F/F v

f (homocigotos) se asignaron para la ausencia o presencia del sitio de corte, el genotipo
F/f (heterocigoto) para la ausencia y presencia del sitio de corte en un mismo individuo.

M50

350
300 260 pb

250
175 pb

200

150

100

85 pb
50

Fig. 3 Fragmentos generados por la digestién del DNA con la enzima Fo#l.
M50= Marcader de peso molecular con una escalera de 50 pb.



Analisis del polimorfismo Bsml

En la Fig. 4 se muestran, los fragmentos de DNA producto de la digestion enzimatica con
Bsml. La ausencia del sitio de corte para esta enzima genero un fragmento de 600 pb, v la
presencia produjo dos fragmentos de 500 pb y 100 pb respectivamente. Los genotipos B/B
y b/b(homocigotos) se asignaron para fa ausencia o presencia del sitio de corte, el genotipo
B/b (heterocigoto) para la ausencia y presencia del sitic de corte en un mismo individuo.

M50 Bb bb BB

850

750

650

600 800 pb

500

350

150

100

50

Fig. 4 Fragmentos generados por la digestién del DNA con la enzima Bsml.
M50= Marcador de pesc molecular con una escalera de 50 pb.



Analisis del polimorfismo Tagl

En la Fig.5 se muestran, los fragmentos de DNA producte de la digestion enzimatica con
Tagl. La ausencia del sitio de corte para esta enzima genere un fragmento de 480 pb, v la
presencia produjo dos fragmentos de 280 pb v 200 pb respectivamente. Los genotipos T/T
y t/t (homocigotos) se asignaron para la ausencia o presencia del sitio de corte, el genotipo
T/t (heterocigoto) para la ausencia y presencia de!l sitio de corte en un misme individue.

M50 Tt Tt

500

450
480 pb

400

300 280 pb

250

200
200 pb

Fig.5 Fragmentos generados por la digestion del DNA con la enzima Tagl.
M50= Marcador de peso molecular con una escalera de 50 pb.
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EQUILIBRIO HARDY-WEINBERG

En los cuadros 2, 3 y 4 se muestran los genotipos observados y esperados de los

polimorfismos Fokl, Bsml y Tagl, del gen R¥VD en el grupo control v el valor de p.

Cuadro 2. Andiisis de Hardy- Weinberg para ¢l sitio Fo4l en el grupo control.

Frecuencia Genotipica Valor de p
Fokl FF Ff ff
OB 0.24 0.76 0
ES 0.33 0.48 0.19 6.84

Cuadro 3. Analisis de Hardy-Weinberg para el sitio Bsml en el grupo control

Frecuencia Genotipica Valor de p
Bsml BB Bb bb
OB 0 0.67 0.33
ES 0.48 0.16 0.36 0.35

Cuadro 4. Andlisis de Hardy-Weinberg para el sitio 7agl en el grupo control

Frecuencia Genotipica Valordep |
Tagl TT Tt tt
OB 0.67 0.30 0.030
ES 0.54 0.34 0.12 0.84

% Los polimorfismos Foki, Bsml y Tagl, del gen R¥D. se encontraron en
equilibrio de Hardy- Weinberg en el grupo control p > .05,
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FRECUENCIAS GENOTIPICAS

En los siguientes cuadros se muestran las frecuencias genotipicas de cada polimorfismo en

el grupo de DM v el grupo control, Xt y el valor de p.

Cuadro 5. Distribucién genotipica para el polimorfismo Fokl

Cuadro 6.

Cuadre 7.

Genotipos | DMI(%) | Control (%) X Valor de p
Fokl
FF 10 (30.3) 8 (24.2) 17.66 0.00001
Ff 11(33.3) 25(75.7)
ff 12 (36.3) 0(%
Distribucion genotipica para el polimorfismo Bsml
Genotipos | DMI(%) | Control (%) X° Valor de p
Bsml
BB 4(12.1) ) 13.65 0.0003
Bb 8(24.2) 22 (66.6)
bb 21 (63.6) 11 (33.3)
Distribucion genotipica para el polimorfismo Tagl
Genotipos | DMI(%) | Control (%) X Valor de p
Tagl
TT 20 (60.6) 22 (66.6) 1.095 0.7753
Tt 10 (30.3) 10 (30.3)
tt 3(9.09) 1 {3.05)

*e

*

El andlisis estadistico mostro diferencias en las frecuencias genotipicas

entre pacientes y controles para los polimorfismos Fokl y Bsml

p <0.05; para el polimerfismo Tagl no se encontraron diferencias

significativas p > 0.05.

Se encontré para el polimorfismo Fo4l en DMI el genotipo mas
predominante fue ff con un 36.3% y para el grupo control ¢l genotipo
Ff con un 75.7%. Para el polimorfismo Bsml en DMI1 el genotipo bb
se presentd con un 63.6% y en el grupo control el genotipo Bb mostrd
un 66.6%. Las frecuencias genotipicas para el polimorfismo Tugl

fueron muy similares entre DM1 y el grupo control.
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FRECUENCIAS ALELICAS

En los cuadros 8, 9 y 10 cuadros se exponen las frecuencias alélicas de cada polimorfismo

en el grupo de DMI y el grupo control, X* y el valor de p.

Cuadro 8. Distribucién alélica para el polimiorfismo Fokl

Alelo DM (%) | Control (%) X Valor de p
Fokl
F 31(46.9) 41 (62.1) 3.055 0.1149
f 35(53.0) 25(37.8)
Cuadro 9. Distribucion alélica para el polimorfismo Bsml
Alelo DMI (%) | Control (%) X Valordep |
Bsml
B 16 (24.2) 22 (33.3) 1.33 0.335
b 50(75.7) 44 (66.6)
Cuadro 10. Distribucién alélica para el polimorfismo Tagl
Alelo DM (%) | Control (%) | X’ Valor de p
Taql
T 50 (75.7) 54 (81.8) 0.75 0.515
t 16 (24.2) 12 (18.1) |

% En el caso de las frecuencias alélicas se encontraron similarmente
entre DM y el grupo control, no existiendo diferencias significativas
entre ellas p <0.05.

< Para las frecuencias alélicas para DM]1 el alelo f se mostré con un
53%, en ¢l grupo control el alelo F se encontréd con un 62.1%. El alelo
b se observd con un 75.7% para DM1 y se presentd también en el
grupo control con un 66.6%. El alelo T fue mas frecuente para los dos
grupos para DMI con un 75.7% y ¢l grupo control mostré un 81.8%,
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Figura 6. Comparacion de las frecuencias genotipicas del polimorfismo Fokl.

Frecuencias genotipicas Fok|

60-’/%

50-

40

EE ' Ff & | HEMexicana ‘

genotipos | MHingara |
Poblacidén Genotipo (%)
FF Ff ff
Mexicana 303 1333 363
Hungara 28 [551] 168 |

Este polimorfismo Fokl. sclamente se comparé con la poblacidn Hangara, y las
frecuencias genotipicas se representan en porcentajes, para la poblacion Mexicana se
presenta una (n =33}, y para la poblacion Hungara {n =107) individuos con DM]1. La
frecuencia genotipica de la poblacién hingara es alta para el genotipo Ff (heterocigoto)
presentandose con 35.1%. Para la poblacion mexicana el genotipo ff (homocigoto) es de
36.3%.



Figura 7. Comparacién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo Bsml.

Frecuencias genotipicas Bsm!

Bb

genotipos

bb " OMexicana ‘
{ R Taiwanesa !
| I Croata [
| OHdngara

Poblacion Geneotipo (%)
BB | Bb bb
Mexicana 12.1 | 24.2 63.6
Taiwanesa 2.5 10 87.5
Croata 179 | 43.2 38.8
Hingara 186 | 42 39.2

Las frecuencias genotipicas se representan en porcentajes, en la poblacién Mexicana

(n =33), la poblacion Taiwanesa (n =157), la poblacién Croata (n =134), y para la

poblacién Hingara (n =107) individuos con DM1. Las frecuencias genotipicas de Bsml en

la poblacién croata y hingara se comportan de manera similar, v para la poblacién

taiwanesa se presentd un alto indice del genotipo bb (homocigoto) con un 87.5%, también

s¢ encontré un 63.6% para la poblacién mexicana. El genotipo BB en la poblacién

talwanesa fue menor con un 2.5%.
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Figura 8. Comparacién de las frecuencias genotipicas del polimorfismo Tagl.

Frecuencias genotipicas Tagl

SRS

 P—
EEI Mexicana |

T Tt it

| B Taiwanesa |
. O Croata
genotipos ! 1
‘OHOngara
Poblacion Genotipo (%)
TT Tt tt
Mexicana 60.6 | 303 9
Tajwanesa 90.4 9.5 0
Croata 40.2 41 18.6
i Hungara 429 1327 | 242

Las frecuencias genotipicas se representan en porcentajes, en la poblacidn Mexicana

{n =33), la poblacion Taiwanesa (n =157), la poblacién Croata (n =134), y en poblacién
Hingara (n =107) individuos con DMI. Las frecuencias genotipicas de 7Tagl, en la
poblacion taiwanesa el genotipo TT aumentd su porcentaje a 90.4%, la poblacidn mexicana
presenté un 60.6%; las frecuencias genotipicas de las poblaciones croata y hingara son
equivalentes para este genotipo. En el caso del genotipo 1t (hemocigoto) fue muy bajo para

las cuatro poblaciones, no presentiandose en la poblacidn taiwanesa.
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DISCUSION

Hasta donde conocemos este es el primer estudio en el que se analizan los polimorfismos
del gen RVD (Fokl, Bsml y Tagl) en pacientes con DM de la poblacion del occidente de
Meéxico. A diferencia de lo encontrado por Baldzs y cols. (2002} en poblacién hingara, en
la cual se encontré en desequilibrio Hardy-Weinberg para el polimorfismo Tagl, el grupo
control de la poblacion del occidente de México mostro el equilibrio Hardy-Weinberg para
los tres polimorfismos analizados. Lo anterior permitié realizar el andlisis de las
frecuencias genotipicas y alélicas de los tres sitios polimorficos y compararios con las

frecuencias observadas en otras poblaciones.

En este estudio se encontro que las diferencias genotipicas observadas para los sitios
polimoérficos Fokl y Bsml en el grupo de pacientes con DM1 del occidente de México y el
grupo control fueron estadisticamente significativas. Para ¢l sitio Fokl el genotipo
{homocigoto)} se presenté con mads frecuencia en DMI. También para el sitic Bsml, la
frecuencia de! genotipe bb (homocigoto) fue mayor en pacientes con DMI, Se han
realizado estudios en otras poblaciones del mundo, relacionande el gen R¥VD con la
susceptibilidad a DMI1. En poblacién hingara se¢ investigaron los polimorfismos Fokl,
Bsml, Apal, Tagl y Tru9l del gen RVD en nifios con DMI1. De manera simiar a lo
observado en poblacion del occidente de México. el alelo f del sitio Foil y el aleio b del
sitioc Bsml se presentd con mayor frecuencia en DM, Sin embargo lo anterior fue
observado en nifias de la poblacién hingara con DMI. La frecuencia del alelo a del sitio
Apal fue también mayor en este grupo de la poblacién. Los resultados en poblacién
hingara indican que la presencia de los alelos b ¥ a incrementa la probabilidad de DM] en

nifias (Baldzs y cols, 2002).

Por otro lado en poblacion taiwanesa Chang y cols. (2000) estudiaron los polimorfismos
Bsml, Apal y Tagl del gen RVD, encontrando para ef sitio polimérfico Bsmil, el alelo B y
los genotipos BB y Bb ocurren con mis frecuencia en pacientes con DM, Asf mismo para
el sitio polimérfico Apal el alelo A y ¢l genotipo AA se presentd més frecuentemente en

DMI.
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Los resultados de este estudio mostraron que el genotipe BB para el sitio Bsml y el
genotipo AA para el sitio 4pal confieren mds riesgo de DM en la poblacién taiwanesa. En
nuestro estudio no se anzlizé la regién polimorfica Apal del gen RVD gue se encuentra

situado entre el intrén VIII y el exén VI

En poblacién del Sur de Croacia se encontrd para el sitio pelimérfico Tagl que el genotipo
tt ocurre con mds frecuencia en pacientes con DMI. También se estudiaron los
polimorfismos Bsml y Apal del gen RVD. Se encontrd que los genotipos combinados
BB/AAAt (haplotipo “BAt”) confieren mas riesgo de DMI1 (Veselin y cols, 2003). Para la
poblacion del occidente de México en DM para el sitio Tagl no se encontraron diferencias
significativas, las frecuencias genotipicas fueron muy similares entre DM! y el grupe

control. El genotipo TT fue el mas frecuente para ambos grupos.

En dos poblaciones espafiolas {Barcelona y Navarra), se estudiaron los sitios polimérficos
Fokl y Bsml del gen RVD (Marti y cols. 2004). A diferenciz de lo observado en nuestro
trabajo se encontrd una disminucién significativa del genotipo ff en pacientes de Barcelona
contra controles de Navarra. L.os resultados para el sitio Bsml fueron diferentes en ambas
poblaciones ya que la frecuencia del genotipo bb estuvo incrementada en pacientes de
Barcelona, mientras la tendencia fue inversa en pacientes de Navarra. En ambos grupos el

alelo F del sitio Fokl incrementa la susceptibilidad a DM1.

El presente trabajo nos da resultados similares a los reportados en la literatura, en los cuales
se asocia al gen RVD con la susceptibilidad a DMI, por los resultados encentrades en la
presente investigacion se observd que es posible que exista una asociacion de los sitios
polimérficos Fokl y Bsml con la susceptibilidad a DMI en poblacién del Occidente de

México.
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CONCLUSIONES

*

Las poblaciones del grupo control, para los sitios analizados del gen RVD se

encentrd en Equilibrio Hardy-Weingberg.

Para las frecuencias genotipicas mostraron diferencias significativas para DMI en
los pelimorfismos Fokl y Bsml del gen RVD en la poblacidn del occidente de

México.

El polimorfismo Tagl del gen RVD, no mostré direferencias significativa con DM

en la poblacién del occidente de México.

En el caso de las frecuencias alélicas descubrimos similitud entre ellas, no

existiendo diferencias estadisticamente significativas para ios tres polimorfismos.

Se compararon las frecuencias genotipicas de la poblacién con DM del cccidente
de México con otras poblaciones: Hingara, Taiwanesa y Croata. Se observo una
diferencia especialmente en el polimorfismo Bsml, y Tagl en la poblacion

Taiwanesa.

Estos resultados nos sugieren que el aumentar el mimero de pacientes con DM1 en

este estudio, podria ser mds significativa la diferencia.
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PERSPECTIVAS

De manera interesants los aspectos meleculares nos llevan a conocer o entender un
poco maés los mecanismos de accidén de un gen determinado, dando asi posibies
asoclaciones con enfermedades de impacto social y que son actualmente preccupantes por

su alto nivel de mortalidad a nivel mundial.

Estudios en diferentes partes del mundo han relacionado el gen RVD con la susceptibilidad
a Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) encontrando que algunos de sus sitios polimorficos

incrementan la susceptibilidad a la enfermedad.

Los factores implicados en la expresidén génica son muchos por lo que se deben de dar a

conocer en sucesivos trabajos en el drea.

Los resultados encontradoes en otros estudios indican que la vitamina D junto con el
receptor RVD pueden influir en secrecién de insulina modificando la produccién de la

misma y produciendo la susceptibilidad a DMI1.

Valdria la pena para futuros trabajos el aumentar el niimero de pacientes con DM asi
mismo como el nimero de controles, para que existan diferencias mas marcadas, también
serfa intercsante trabajar con el sitio polimorfico Apal. y formar haplotipos para ver las

diferencias con las poblaciones ya reportadas.
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ANEXO I

Centro de Investigacion Biomédica de Occidente
Centro Médico Nacional de Occidente, IMSS
Divisién de Genéti
Laboratorio de Bioguimica IV

CARTA DE CONSENTIMIENTG INFORMADO

Por este medio autorizo a la Dra. en C. Lucila Sandoval Ramirez y al Dr. en C. Luis Eduardo Figuera
Villanueva, para realizar [os siguientes procedimientos:
a) extraer 10 ml de sangre venosa de mi brazo
b) si es necesario, repetir el procedimiento anterior, en un periodo no menor a
tres meses, a fin de reajizar nuevos estudios

El propésito de la toma de muestra es realizar el estudio:
POLIMORFISMOS EN EL GEN RECEPTOR DE VITAMINA D EN UN GRUPO DE

PACIENTES MEXICANOS CON DIABETES MELLITUS TIPO 1

asi como estudios genéticos de tipo poblacional, siempre y cuando se mantenga la confidencialidad de
mis datos personales.

Entiendo que el procedimiento descrito en el primer parrafo, puede implicar cierta molestia en ¢l sitie
de puncién para la extraccion de sangre.

En caso de algin dafio fisico resultante de la investigacion, el CIBO-IMSS no estara obligade a ofrecer
compensacidn econdmica ni a absorber los costos del tratamiento médico. No obstante, las facilidades
necesarias, tratamientos de emergencia y servicios profesionales estaran disponibles en todo momento,
tal como lo estdn para la comunidad en general.

Mi firma en este documento, manifiesta mi participacion veluntaria en este proyecto de investigacion.
Tal participacién no libera a los investigadores, la institucion y agencias patrocinadoras de su
responsabilidad ética para conmigo.

La informacion antertor me fue explicada por la Dra. en C. Lucila Sandoval ¥ ¢l Dr. Luis Eduardo
Figuera V. Entiendo que ellos contestardn a cualquier pregunta que vo pueda tener en relacion con las
pruebas a realizarse v los puedo localizar en ¢l teléfono (01-33) 3 668 3000, extensiones 31929 y
31930.

Entiendo que mi participacién en esta investigacion puede terminar en cualquier momento sin que
serjudique mi futura atencién. La confidencialidad de los datos serd mantenida dentro de los limites
egales.

Lugar Fecha

Nombre de quien toma {a muestra Nombre y firma de la persona

Testigo
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CONDICIONES DE LA AMPLIFICACION POR PCR PARA CADA REGION

Sitio polimérfico Fokl

ANEXO II

Reactivo  |Concentracién|Concentracion| Volumen
stock final (nl}
Agua 20.4
Amortiguador, 10X 1X 2.5
Iniciadores 5 pmol/ pl 0.1 uM 0.5
dNTP’s 2.5 mM 0.1 mM I
MgClL 50 mM 0.5 mM 0.25
Tag pol. SU/L 10U 0.1
DNA 50 ng/ul 0.5 pl 1
Volumen final 25.75 pl
Sitio polimérfico Bsml
Reactivo Coucentracion | Concentracion | Volumen
stock final (ul)
Agua 8.42
Amortiguador 10X 1X 1.5
Iniciadores 5 pmol/ pl 0.1 uM 1
dNTP’s 2.5mM 0.1 mM 0.25
MgCl, 50 mM 0.5 mM 0.38
Tag pol. 5 U/L 1U 0.2
DNA 50 ng/ui 0.5 ul 11.5
Volumen final 12.5 ul
Sitio polimérfico Tagl
Reactivo Concentracion | Concentracién | Volumen
stock final {nl)
Agua 17.9
Amortiguador 10X 1X 2.5
[niciadores 5 pmol/ pl 0.1 pM 1
INTP’s 2.5 mM 0.1 mM 0.5
VgClL 50 mM 0.5 mM 1
Tag pol. SUL 1 0.1
DNA 50 ng/ul 0.5 pl {
Volumen final 24 ul
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CONDICIONES DE DIGESTION DEL PRODUCTO DE PCR DE CADA REGION

1. Enzima utilizada: Fokl

Marca: New England Biolabs
Amortiguador 10X: NEBuffer 4
Concentracién: 4 Usul
Temperatura: 37° C

Tiempo: 2 h

Fragmento esperado: 175y 85 pb
Inactivar; a 65° C por 20 min

2. Enzima utilizada: Bsml

Marca: New England Biolabs
Amortiguador 10X: NEBuffer2
Concentracién: 10 U/ul
Ternperatura: 65° C

Tiempo: Toda la noche

Fragmento esperado: 500 y 100 pb
[nactivar: a 80° C por 20 min

3. Enzima utilizada: Tagl

Marca: New England Biolabs
Amortiguador 10X: NEBuffer3
~oncentracion: 20 U/ul
Temperatura: 65° C

Tiempo: 2 h

‘ragmento esperado: 280 y 200 pb
nactivar: a 80° C por 20 min

1I. Condiciones de electroforesis
el 29:1 (6%) Bis-acrilamida
71250

Jdempo: 2 h

.. GGATG(N)s»l... 3

3. CCTAC(N)$ S

Condictones
Agua: 5.5 ul, Amortiguador 0.1 ul
Enzima 0.4 pl.
Amplificado 4 ul
Volumen total: 10 ul

v

5" ...GAAT GCN ...3°
3 ...CTTA$ GN...5°

Condiciones
Agua: 14.35 pl, Amortiguador 0.25 pl
Enzima 0.4 pl, Amplificado 10 pl
Volumen total; 25 pl

5 Il CGA...3

Y.OA G%T... 5

Condiciones
Agua: 2.8 pl, Amortiguador 0.1 pl
Enzima 0.1 pl, BSA 100X 1.0 pl
Amplificado 6 ul
Volumen total 10 pul
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ANEXO IIT

EXTRACCION DE DNA GENOMICO A PARTIR DE SANGRE COMPLETA POR
METODO DE CTAB /DTAB (MICROMETODO) Gustincich y cols, 1991,

1. Tomar 300 ul de sangre periférica (con EDTA, como anticoagulante), y colocarla ¢n
microtubo de 1.5 ml estéril, agregar 600 ul de sol. DTAB, mezclar suavemente

2. Incubar a 65-68 °C por 5 min

3. Retirar de la incubacién ¢ inmediatamente agregar 550 nl de cloroformo, tapar y agitar
vigorosamente durante 5 min

4. Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min

5. Pasar el sobrenadante a un micro tubo de 1.5 mi, agregar 100 pl de sol. CTAB, y
agregar 750 pl de agua ultra pura estéril {de ampolleta). Mezclar suavemente por
inversién

6. Centrifugar a 10,000 rpm durante 5 min

7. Descantar el sobrenadante y agregar 200 pl de sol. NaCl 1.2 M. mas 1 ml de etanol
absoluto frio, mezclar suavemente

8. Centrifugar a 10,000 rpm durante 5 min

9. Eliminar el sobrenadante y favar el boton dos veces con etanol al 70%
10. Centrifugar a 10,000 rpm aproximadamente por 5 min

11. Decantar el sobrenadante y secar e! botdn

12. Resuspender ¢l DNA en solucidn tampén TE (Tris Hel 10 mM, EDTA 0.2 mM, pH
7.5)

13. Agitar suavemente y refrigerar a 4°C hasta su procesamiento
14, Determinar la calidad y cantidad del DNA por espectrofotometria y electroforesis en

gel de agarosa al 0.6%

NOTA: Checar que el bafio este a 65-68 °C, poner el etanol a enfriar y guardar la sol. CTAB
temperatura ambiente
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EXTRACCION DE DNA GENOMICO A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA
COMPLETA POR METODO DE (MACROMETODO) Miller y cols, 1988.

Qbtencién del boton de leucocitos:

Y

Se toman de 5 a 10 ml de sangre periférica, cn un tubo con anticoagulante y se colocan en
un tubo de polipropilenc de 50 ml

Agregar 30 ml (aprox.} de solucién de tampdn de lisis (NH.ClV NH,HCO3 9:1) y equilibrar
en peso per pares de tubos

La mezcla se refrigera a 4°C por 10 min. para ayudar a la lisis de eritrocitos
Centrifugar a 3.900 rpm por 15 min
Decantar y lavar 3 veces con tampon de lisis

Volver a centrifugar y repetir los lavados por dos veces, hasta dejar blanco el botdn

Extraccidn del DNA a partir del botén de leucocitos:

3.

El botén limpio, se resuspende en 3 ml de solucién tampon de lisis (Tris HCL 10 mM, NaCl
400 mM, EDTA Na; 2 mM, pH 8.2)

El aislado de leucocitos se deja en digestion toda la noche a 37°C (12, 24 6 48 h) con 0.2
ml de SDS 10%, 0.5 m! de solucién proteinasa K {1 mg/ de proteinasa K en SDS 1% y
EDTA Na, 2 mM)

Adictonar 1 ml de solucion saturada de NaCl (6 M)

. Agitar vigorosamente por [5 segundos en vortex
. Centrifugar a 3900 rpm por 13 min

- Pasar el sobrenadante (sin tomar la saf), a un tubo de propileno de 15 ml que contenga 10

ml aprox. de etanol frio al 100%. Invertir hasta lograr la precipitacion del DNA

Transferir ahora el DNA precipitado a un microtube de 1.5 ml y lavarlo 2 veces con etanol

170 % frio. Se deja evaporar ci etanol del DNA limpio

4.

Disolver el DNA en solucién tampén TE (Tris Hel 10 mM, EDTA 0.2 mM, pH 7.5) por 2 h

37°C
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ANEXO IV

DESCRIPCION DE TECNICAS MOLECULARES

Extraccion del DNA

Comunmente se utilizan detergentes y solventes orgdnicos que rompen las cadenas de DNA,
seguidas por la precipitacion de éste con sales y alcoholes, De esta manera son utilizados ¢n la

amplificacion In Vitro de (PCR).

Cuantificacion del DNA

Nos ayuda a medir las concentraciones del DNA por medio de un espectrofotometro, en
jensidad dptica (D.0O) de 260 nm y 280 nm, e] valor de D.O 260/280 nm, debe de ser entre 1.8

r 2.0 para considerarse como satisfactoria.

Pureza del DNA

.2 electroforesis en geles de agarosa es una técnica analitica de separacién de macromoléculas,
\ través de una corriente eléctrica moviliza al DNA separando las moléculas det DNA de
cuerdo a su tarnafio. La presencia de una banda nitida es indicativo que €l DNA tiene una
mreza adecuada, si se observa un barride indica contaminacién por sales v degradacion del

INA.

tmplificacion por PCR

"écnica por [a cual se obtienen copias miultiples de moléculas de DNA relativamente cortas. La

eparacion es dada por tres pasos: Desnaturalizacion. Hibridacién y Enlongacion.

Ngestion con enzimas de restriccion

as enzimas de restriccién son proteinas que cortan a las moléculas del DNA en sitio

specificos.
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Geles de poliacrilamida

Los geles de peliacrilamida son los méas utilizados ya que es quimicamente inerte, de
propiedades uniformes, capaz de ser preparada de forma rapida y reproducible. Forma, ademas,
geles insolubles en agua, y que permiten buena visualizacidn de las bandas durante tiempo

prolongado.

Electroforesis

La electroforesis es la migracion de solutos ionicos bajo la influencia de un campo eléctrico,
estas particulas migran hacia el cdtodo o dnodo (electrodos - y +), en dependencia de una

combinacién de su carga, peso molecular y estructura tridimensional.
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ANEXO YV

PROCEDIMIENTOS UTILIZADOS

"ROCEDIMIENTO PARA CUANTIFICAR DNA:

SR T SR R

Encender ei espectro y limpiar Ja celdilla

Verificar que ¢l aparato estc listo para leer (Factor 50)
Poner 1000 ul de agua destilada en la celdilla

Aniadir 5 pl de la muestra de DNA, a la celdilla de cuarzo
Tapar con papel parafilm e invertir 2 ¢ 3 veces para mezclar
Registrar el valor de absorbancia, relacién y concentracién

Limpiar la celdilla terminado de medir

INCION DE GELES CON NITRATO DE PLATA

PROTOCOLO:

. Fijacién (pre-tincion) en solucion fijadora (etanol 10% y acido acético (.5%) por 3 min.

agitacion suave

Tincién con AgNO; al 0.2% disueita en solucion fijadora y de preferencia preparada en
el momento, por 5 minutos, agitacion suave y eliminar

Lavar con agua bidestilada por 20 seg, cambiar y otra vez por 2 min

Agregar solucion reveladora (NaOH al 30% y formaidehido al 0.5%) hasta la aparicion
de bandas amarillas, agitacién suave. (10-15 min}, v eltminar

Enjuague con solucién fjadera por 5 min y después con agua durante 10 min

Guardar el gel, sobre un papel filtro, y cubrir con una bolsa de plastico
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ANEXO V]

PREPARACION DE SOLUCIONES Y REACTIVOS

PREPARACION
Solucion Fijadora i hitro
Etanol 10% 100 ml
Acido acético 0.5% 5 mi

Aforar a un litro con agua bidestilada

Solucién de Nitrato de Plata
AgNO; 0.2¢
Aforar a 100 ml con solucién fijadora

Solacién Reveladora 1 litro
NaOH 3% I0g
Formaldehido 0.5% 5 ml

Aforar a un litro con agua bidestilada

TBE 10X
PESAR

500 ml ] litro
1. Trizma Base 53.889 ¢ 1577 ¢
2. EDTA 465 g 93¢
3. Acido Bérico 2751 g 55.02 ¢
4. Agua bidestilada 500 mi 1000 ml

PREPARACION TBE 10X

Se pesa cada reactivo, se coloca 300 ml de agua bidestilada para 500 ml, en un vaso de
recipitado de 500 mi, con un agitador magnético, cada reactivo es agregado para disolverse,
na vez disuelto se coloca el otro reactivo. Al terminar se afora a la cantidad deseada



DTAB 8 % (Bromuro de deciltrimetifamonio)

1. Tris 0.1 M, pH 8.6 ig

2. NaCl 1.3 M 17.55¢
3.EDTA 50 M 4653 g
4. DTAB 8% 8g/0.1L

Disolver ¢l Tris y ajustar 2 pH 8.6 con HCl en % del volumen final, adicionar ¢l DTAB, el
NaCl, aforar y esterilizar con autoclave

Solucién tampén de CTAB 5% ( Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio)
1. (CTAB) 5% (5¢/0.1 L)

2. NaCl 04M  (234g/0.1L)

Aforar 2 50 ml de agua bidestilada estéril

Solucién de NaCl 1.2 M
1. NaCl1.2M (7 /0.1 L)
Disolver la sal en agna bidestilada estéril y aforar a 100 mi

Colorante JA6X (Azul de bromefenol-xilencianol)

Glicerol 7 ml
Azul de bromofenol 0.006 g
Xilencianol 0.006 g

Disolver en 3 ml de agua y mezclar

Solucion TE
I. Tris base 0.06005 g/50 ml
2. EDTA 0.0186 g/50 ml

Disolver el tris y ajustar a pH de 7.5 con HCI en % del volumen final, adicionar ¢l EDTA,
aforar y esterilizar con autoclave

Solucién tampdn de lisis

Cloruro de amorio (NHCI) de 15.405 g

Aforar a 2 litros con agua bidestilada estéril
Eliminar 200 ml

Pesar 0.158 g de Bicarbonato de amonio (NH; (O3)
Aforar a 200 mi de la solucién de cloruro de amonio
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Solucidén B tampén de Miller

Tris Base 0.6055 g (pH 7.5)

NaCl 11.688 ¢

EDTA 03722 (pH0.3722)

Pesar todo en ese orden y disolver uno por uno
Ajustar a pH §.2

Vaciar a Matraz de 1000 mi, esterilizar

Vaciar y aforar a 500 mi con agua estéril

Solucién de proteinasa K (1 mg/50 pul)

1. Proteinasa K 5§ mg/ ml (50 mg)

2.SDS 5% (0.5 2)

EDTA 0.0007M (0.0372 g/ 50 m)

Gel de Agarosa al 0.6%

Pesar 0.6 g de agarosa

Poner en un matraz de 250 ml

Agregar 70 ml de solucién TBE 1X

Poner 5 i de jugo azul 6X

Acomodar las muestras de izquierda a derecha
Correr las muestras a 60 V, por 2 k

Gel de Bis-Acrilamida (29:1) al 6%
Agua destilada 35 ml

TBE 10X 5 ml
Bis-Acrilamida 10 ml

Persulfato de amonie 1000 ml
IEMED 5l

se coloca en un tubo de 50 ml se agita rapidamente, y se vacia a la camara eiectroforética, ya
sreparada y se coloca el pemne correspondiente. El gel se pre-corre a 250 V por 10 min, antes
le colocar la muestras, una vez colocadas las muestras de DNA, con 5 ml de jugo azul 6X, se
lejaa250 Vpor2h






‘PG4, POLIMORFISMOS EN EL GEN RECEPTOR DE VITAMINA D EN PACIENTES CON
DIABETES MELLITUS TIPO 1 DEL NOROCCIDENTE DE MEXICO.

asalba Castilion Gil. Juan Manuel Oliva, Miguel Escalante, Tereza Mufioz Magallanes, Ingrid P Davalos, Luis
Figuvera, Lucila Sandoval Ramirez,
sctorado en Genética Humana, Universidad de Guadalajara, Centro de Investigacton Biomédica de Occidente,
Divisidon de Genética, Guadalajara, Jalisco, C.P 44340, Mexico. Email: rosalba_gil{@hotmail.com
Palabras clave: Diabetes mellitus tipo 1. gen VDR

tecedentes: La diabetes mellitus tipo | (DM1) es una
ermedad autoinmune, caracierizada por la destruccion
células beta. En México la incidencia es 0.6 por 100,000
sitantes (1), En un estudio realizado en ratones diabéticos
obesos (NOD) se demostrg que ¢l tratamiento con
imina D impide el desarrello de dizbetes mellitus tipo |
. El receptor de la vitzminz D es un receptor nuclear
acelular  pertenece a la familia de los receptores de
sroides, tiene dos dominios uno de unién a vitamina D y
>que se une al ADN. El codon 352 del exon 9 de este gen
solimorfico y puede existir como ATC o ATT, siendo el
nero (ATC, alelo *1™") un sitio de reconocimiento para la
ima 7agl, mientras que con el cambio C --- T (ATT. alelo
7 se pierde el sitio de restriccion. Aquellos individuos
: son hemocigotos para el alelo “t" muestran un
:abolismo activo de la vitamina D en suero. En un estudio
vio en poblacion taiwanesa concluyeren que el genotipo
3" confiere mayor riesgo para desarrol{ar la enfermedad.
el sur de [a India s¢ encontrd una transrmision del alelo b
afectados por DM (3). En otro estudio en poblacidn
nana sugieren que el haplolipo “Bat” puede estar
ziadoa DM (4).

jetivo: Identificar si existe asociacién de los
rnorfismos Bsml, Tagl y Fokl del gen VDR en pacientes

DMI.

terial: Muestra de ADN obtenidas de sangre periférica

33 pacientes con DMI, segin diagnostico de la

ciacion Americana de Diabetes (ADA) v 33 controles

anco de Sangre (CMNQ, IMSS).

odologia: Para ambes grupos se genotificaron los

morfismos, Bsml, Tagl y Foki del gen VDR, mediante

.-RFLP.

ultados:

dre 1. Frecuencias genotipicas y alélicas de los
norfismos de estudio en pacientes con Dm}

Paciente Frecurncins genatipicas Frecuencla
aithicns
Geaptipo bb aB Bb [ [
L o2l LRI o2 om
v 638 1212 4T M2 Al
" TT T T 1
o Q600 B30 358 Qs
= a0 &0 40 33 9 10§
T FF i F i
03ed 0.307 Q31 et 0z
*y 141 in 1l it 220

Controles Frecuenciai grnotipicas Frecuencing
Alélicns
Gangtipo [ BB Bb B )
0.333 ¢ 0.567 0.40 0.60
%y 1.3 o 667 40 S0
n TT Tt T t
0.010 0.667 0.303 0.524 .18
i 1.03 66.7 30.30 12,40 |R
i FF Ff F f
0 0.242 9.75 0.568 0471
Y ] 242 7575 36.8 43.1

Cuadro 2. Frecuencias genotipicas y alélicas de los
polimorfismos en controles.

Conclusiones: No hubo diferencias estadisticamente
significativas que sustenien wsociacion de estos
polimorfismos en nuestra poblacion de estudio.
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