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Resumen

Analisis de la expresion del complejo de proteinas asociado a

distrofina en preadipocitos humanos

El complejo de proteinas asociado a distrofina (DAPC) se expresa en musculo
esquelético, corazon, rifidn, cerebro y otros tejidos. En células musculares se
localiza en el sarcolema y provee una solida conexidn mecanica entre la matriz
extracelular y el citoesqueleto. La ausencia del DAPC en el sarcolema conduce a
distrofias musculares y sarcoglicanopatias. El DAPC esta presente también en
tejido adiposo de rata y la expresion de algunos de sus elementos cambian en el
curso de la adipogénesis. Aqui mostramos que el DAPC también se expresa en
tejido adiposo subcutaneo y visceral humano. Analizamos la transcripcion de 13
genes del DAPC en cultivos de adipocitos subcutaneos y viscerales humanos y
encontramos que las distrofinas Dp427 y Dp71, las distrobrevinas ay By el a-
sarcoglicano se expresaron diferencialmente durante las etapas de la
diferenciacion adiposa. Los niveles de los transcritos de otros genes del DAPC
como distroglicano, sintrofinas al, Bl y Bll y los sarcoglicanos B, v, d, y € no
cambiaron durante la adipogénesis. Estos resultados sugieren que el DAPC
participa en la diferenciacion del tejido adiposo humano y sus mecanismos pueden

analizarse ventajosamente en este modelo de estudio.

PALABRAS CLAVE. Adipogénesis in vitro, Distrobrevinas, Distrofinas,

Distroglicano, Sarcoglicanos, Sintrofinas, Tejido adiposo humano.
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Abstract

Analysis of the expression of the dystrophin-associated protein

complex in human preadipocytes

The dystrophin-associated protein complex (DAPC) is expressed in skeletal
muscle, heart, kidney, brain and other tissues. In muscle cells DAPC is located in
the sarcolemma and provides a solid mechanical connection between the
extracellular matrix and the cytoskeleton. DAPC absence in sarcolemma leads to
muscular dystrophies and sacoglycanopathies. DAPC is also expressed in rat
adipocytes and the expression of some its elements changes during rat
adipogenesis. Here we show that DAPC are also expressed in human
subcutaneous and visceral adipose tissues. We analyze the transcription of 13
genes of DAPC in cultured human subcutaneous and visceral adipocytes and we
found that mRNAs for Dp427 and Dp71 dystophins, a- and B-dystrobrevins and a-
sarcoglycan were differentially expressed during stages of adipose differentiation.
Transcripts levels of other DAPC genes such as dystroglycan, al-, BI- and BlI-
syntrophins and -, y-, 8-, and g-sarcoglycans did not change during adipogenesis.
These results suggest that DAPC participates in the differentiation of human
adipose tissue and their mechanisms can be advantageously analyzed in this

model system.

KEY WORDS. Adipogenesis in vitro, Dystrobrevins, Dystrophins, Dystroglycan,

Human adipose tissue, Sarcoglycans, Syntrophins.
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1. Introduccién

El complejo de proteinas asociado a distrofina (DAPC por sus siglas en
inglés) estd compuesto por proteinas citoplasmicas, transmembranales y
extracelulares que comprenden diversas isoformas de distroglicanos,
sarcoglicanos, sintrofinas, distrobrevinas y sarcospan unidas a alguna distrofina —
cuya isoforma principal es un polipéptido de 3,685 aminoacidos con un peso
molecular de 427 KDa— o su homélogo autosémico, utrofina [1].

En el musculo esquelético el DAPC se localiza en el sarcolema, conecta el
citoesqueleto con la matriz extracelular [2] y participa en la regulacion de
transduccion de senales [3]. EI DAPC también esta presente en el cerebro,
corazodn, tejidos secretores y en los que forman barreras entre compartimentos
funcionales como la barrera hematoencefalica, el plexo coroideo, la retina y el
rindn [4]. Mutaciones en los genes que codifican las proteinas del DAPC conducen
a enfermedades graves tales como distrofias musculares [5] y sarcoglicanopatias
[6].

La distrofina, componente principal del DAPC, se localiza en la cara
citoplasmica del sarcolema. Mutaciones puntuales, deleciones y duplicaciones en
su gen codificante (DMD) dan como resultado la deficiencia parcial o total de la
funcién de la proteina con desintegracion del complejo de la membrana plasmatica
[7, 8]. Algunos de estos cambios en la secuencia del gen DMD pueden provocar la
distrofia muscular de Duchenne (DMD), un sindrome letal del musculo esquelético
[9].

Una caracteristica particular de las distrofias musculares es la deposicion

ectdpica de grasa en el musculo [8,10] que por eso es usada como un marcador
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de progresion de la enfermedad [11,12]. Esta deposicion sugiere una
desregulacion en la adipogénesis en personas con distrofias. Asi mismo, existe
evidencia que elementos del DAPC estan presentes en el tejido adiposo de rata
[13,14].

El tejido adiposo blanco de ratas expresa elementos del complejo de
sarcoglicanos (Scg) B-, 6- y €-Scg, que parece ser especifico del tejido adiposo, ya
que carece de a-y y-Scg [13]. El complejo de sarcoglicanos en el tejido adiposo
podria funcionar como una sola unidad, pues aunque no estén presentes otros
componentes del DAPC, el complejo se mantiene en la membrana, mientras que
la pérdida de B-Scg o 6-Scg conduce a la pérdida completa del complejo de los
otros sarcoglicanos asi como de sarcospan [13]. Se ha sugerido que el complejo
de sarcoglicano participa en la homeostasis de la glucosa en el tejido adiposo y el
musculo esquelético, ya que ratones nulos para B-sarcoglicano, carentes del
DAPC en el tejido adiposo y el musculo esquelético son intolerantes a la glucosa y
resistentes a insulina [13].

Romo-Yanez et al. (2011) encontraron transcritos del DAPC en cultivos de
adipocitos subcutaneos y viscerales de rata cuya expresion varia durante la
adipogénesis y de acuerdo al sustrato en el que crecen las células. En depdsitos
de tejido adiposo subcutaneo y visceral de rata se expresan mRNAs de las cinco
isoformas de la distrofina Dp427, Dp260, Dp140, Dp116 y Dp71, pero s6lo Dp427,
Dp116 y Dp71 corresponden a células adiposas, asi como de mRNAs de utrofina,
a- y B-distrobrevina, B-distroglicano, Bl-, Bll- y y-sintrofinas. Estos resultados,
complementan los descritos para la expresion del complejo de SGs y refuerzan la

idea de que el DAPC efectivamente contribuye en la funcion del tejido adiposo
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[14]. Sin embargo, hasta ahora se desconoce si el DAPC se expresa en tejidos
adiposos humanos y su posible funcién.

En este trabajo analizamos la transcripcion de los genes del complejo de
proteinas asociadas a distrofina en tejido adiposo humano y durante la

adipogénesis subcutanea y visceral humana in vitro.



2. Materiales y métodos

2.1. Muestras de tejido adiposo humano

Las biopsias de tejido adiposo subcutaneo (TAS) y visceral (TAV) se
obtuvieron de pacientes sometidos a procedimientos quirurgicos (hernioplastia
umbilical o inguinal) en el Hospital Regional Militar de San Luis Potosi o en el
Hospital Militar de Zona Campo Militar No. 1-A. Las muestras fueron preservadas
en RNAlater (Sigma-Aldrich) para la posterior obtencion de RNA total y en PBS
con 1% albumina sérica bovina, 1 g/L glucosa (Sigma-Aldrich), estreptomicina 100
Mg/mL y penicilina 100 U/mL, para la obtencion de células estromales cultivables.
Todas las muestras tisulares se procesaron el dia de su obtencidn. Este estudio
fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Regional de San Luis Potosi'y
todos los donadores aceptaron participar voluntariamente bajo consentimiento
informado por escrito. Se integré un grupo de estudio formado por seis donantes

masculinos euglucémicos con normopeso y sobrepeso (Tabla 1).

2.2. Diferenciacion in vitro de preadipocitos humanos

Las muestras de tejido adiposo colectadas en PBS se lavaron dos veces con
PBS adicionado con estreptomicina 100 ug/mL, penicilina 100 U/mL en
condiciones asépticas. Las muestras se cortaron finamente y se digirieron con 3
mg/mL de colagenasa tipo Il de Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich), 2% de
albumina sérica bovina en solucion A (Glucosa 10 mM, NaCl 130 mM, KCI 3 mM,
Na;HPO,4 7H,O 5 mM, HEPES 30 mM, Rojo de fenol 1%, pH 7.6) durante 1 hora a

37°C en agitacion constante. La suspension celular se centrifugoé (4,300 rpm; 5
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min) y las células del estroma adiposo sedimentadas se sembraron en medio L15
(Gibco) suplementado con 10% suero fetal bovino (SFB) (Hyclone) y antibi6ticos
(estreptomicina 100 pg/mL, penicilina 100 U/mL) [15].

Cultivos confluentes de células estromales adiposas, subcutaneas o
viscerales, se indujeron a diferenciacién adiposa con medio de induccién (L15,
SFB 5%, biotina 33 pM, pantotenato de calcio 17 pM, insulina 100 nM, cortisol 100
nM, transferrina 5 ug/mL, triyodotironina 2 nM, dexametasona 100 nM, isobutil
metil xantina 500 uM, rosiglitazona 1 uM y antibiéticos) durante 6 dias y
posteriormente permanecieron en medio de mantenimiento (L15, SFB 5%, biotina
33 uM, pantotenato de calcio 17 pM, insulina 100 nM, cortisol 100 nM, transferrina
5 ug/mL, triyodotironina 2 nM y antibiéticos) hasta su diferenciacion terminal. Para
los analisis de RT-PCR se obtuvo el RNA total de preadipocitos preconfluentes,
preadipocitos quiescentes, células comprometidas a diferenciacion por el

tratamiento con medio de induccién y de adipocitos en diferenciacion terminal.

2.3. Extraccion de RNA y RT-PCR de punto final

EL RNA total de tejidos y células cultivadas se extrajo con Trizol (Invitrogen)
y se incubd 1:1 con DNase | Grado Amplificacion (Invitrogen) por 15 min a 37 °C.
La retrotranscripcion se realizé usando 0.5 uyg de Random Primers (Invitrogen) y
transcriptasa reversa del virus de la leucemia murina de Moloney (Promega) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. EI cDNA se amplificd usando
oligonucledtidos especificos para cada mRNA, disefiados con base en las
secuencias reportadas para humano en GenBank (Tabla 2). El volumen de

reaccion fue de 25 pL y se afiadieron 800 ug de cDNA, 0.2 mM de cada dNTP,
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200 ng de oligonucledtidos y 1.0 U de Tag-DNA polimerasa (Promega) en
amortiguador con MgCl; 1.5 mM. Las PCR incluyeron un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 95 °C por 5 min, seguido de 25-33 ciclos a 95 °C por 30 s, 60-
62 °C por 30 sy 72 °C por 40 s y un ciclo de extension final a 72 °C por 7 min. Los
productos de PCR se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%
con TAE tenidos con bromuro de etidio y se analizaron en ChemiDoc XR (Bio-

Rad).

2.4. RT-gPCR

Se uso el Kit QuatiTec Probe PCR de QIAGEN, siguiendo las instrucciones
del fabricante, con 100 ng de cDNA en un volumen total de 10 yL. Se usaron
oligonucledtidos especificos para cada mRNA analizado. Las reacciones se
corrieron en el equipo LightCycler 2.0. El analisis de la expresion relativa de los

MRNASs para los genes seleccionados se hizo por el método 2724C1 116]. Los datos

obtenidos fueron normalizados con respecto al gen constitutivo GAPDH y contra la
condicion control, preadipocitos proliferantes. Los datos fueron analizados por

ANOVA, el nivel de P<0.05 se us6 como criterio de significancia estadistica.



3. Resultados
3.1. Los tejidos adiposos humanos subcutaneo y visceral expresan mRNAs de los
componentes del DAPC

Como se mencion6 previamente, hasta ahora no hay informacion sobre la
expresion del DAPC en tejido adiposo humano, por lo que evaluamos la expresion
de transcritos de las distrofinas Dp427 y Dp71, las distrobrevinas (Dbn) ay 3,
distroglicano (Dg), las sintrofinas (Snt) al, Bl y Bl y los sarcoglicanos (Scg) a, B, v,
Oye.

Los resultados obtenidos muestran que los mMRNAs de Dp427, Dp71, a- y -
Dbn, Dg, al-, Bl- y BlI-Snt, y a-, B-, y-, - y €- Scg se expresaron claramente en los
tejidos adiposos subcutaneo y visceral humanos de manera similar que los
MRNAs de control de GAPDH. La expresion de las Dps y Dbns, asi como la del a-
Scg fue menor con respecto al control en las muestras del tejido subcutaneo que
en las del tejido visceral. El resto de los mensajeros mostro niveles de expresion
equiparables en ambos tejidos. Salvo las muestras viscerales del donante 3, todas

las muestras expresaron la totalidad de los mRNAs analizados (Fig. 1).

3.2. Los componentes del DAPC se expresan en los distintos estadios de la
adipogénesis terminal humana

El tejido adiposo esta formado por una variedad de tipos celulares entre los
que se encuentran células endoteliales, pericitos, fibroblastos, preadipocitos,
macrofagos, otras células del sistema inmune y principalmente adipocitos maduros
[17]. Para determinar si la expresion de los elementos del DAPC en el tejido

adiposo ocurre en células del linaje adiposo (preadipocitos o adipocitos),
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analizamos el perfil de expresion del DAPC durante la adipogénesis subcutanea y
visceral humana (Fig. 2A).

El transcrito de Dp427 mostro una expresion creciente conforme avanza la
diferenciaciéon adiposa, mientras que los mRNAs codificantes para Dp71, Dg, al-y
BlI-Snt, asi como para 3-, 8- y e-Scg no mostraron cambios sustantivos en su
expresion en los distintos estadios de diferenciacién analizados. Por otra parte, los
transcritos de a- y 3-Dbn, BI-Snt mostraron niveles de expresion bajos respecto al
gen constitutivo GAPDH en los estadios de preadipocito proliferante y adipocito
recién comprometido y niveles de expresion mayores en los estadios de
preadipocito quiescente y adipocito terminal. Este mismo patrén se observo en la
expresion de a-Scg en una de las poblaciones celulares analizadas (D4), mientras
que, en la poblacion restante, la sefal de este mensajero fue casi nula a lo largo
de la adipogénesis subcutanea o visceral. Los mMRNAs de y- y 6-Scg tampoco
mostraron patrones de expresion similares entre las dos poblaciones celulares
analizadas: en las células de uno de los donantes (D4) mostraron claramente un
comportamiento oscilante como el escrito para a- y 3-Dbn, en tanto que en la
poblacién restante (D6), este comportamiento fue evidente en la poblacion

visceral, pero no en la subcutanea (Fig. 2B).

3.3. Los niveles de expresion de algunos componentes del DAPC varian durante
la adipogénesis humana terminal

Los resultados de RT-PCR de punto final mostraron que Dp427, a-Dbn y a-
Scg se expresaron diferencialmente durante la adipogénesis subcutanea y

visceral. Por esta razon se evaluaron los niveles de expresion de estos genes asi
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como de Dp71 y B-Dbn que mostraron ligeros cambios de expresion durante la
adipogénesis por RT-PCR. Para estos experimentos se usé a GAPDH como gen
normalizador.

Los resultados obtenidos muestran que la expresién de Dp427, Dp71, a-y B-
Dbn, se incrementan a partir de preadipocitos quiescentes y se mantuvieron en
los siguientes estadios de la diferenciacién adiposa subcutanea y visceral en
ambos donantes. Los mensajeros de a-Scg aumentaron en preadipocitos
quiescentes, y se reprimieron en las células comprometidas a diferenciacion y en
adipocitos maduros durante la adipogénesis subcutanea del D4 y D6. Mientras
que en la diferenciacion visceral el mMRNA de a-Scg se incrementé a partir de
preadipocitos quiescentes y se mantuvo en las siguientes etapas adiposas en

ambos donantes (Fig. 3).
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4. Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que los tejidos adiposos
subcutaneo y visceral humanos expresan mRNAs para las distrofinas Dp427 y
Dp71, las distrobrevinas a y B, distroglicano, las sintrofinas al, Bl, y Bll, y los
sarcoglicanos a, 8, vy, d y €. También muestran que los mMRNAs de Dp427, a-Dbn y
a-Scg se expresan diferencialmente durante la adipogénesis subcutanea y visceral

in vitro.

El tejido adiposo humano expresa elementos del DAPC

El perfil de expresion de los elementos del DAPC fue similar en ambos
tejidos adiposos de los donantes, sélo algunos de los elementos del complejo
mostraron una expresion atenuada (Dp71, B-Dbn, BI- y BlI-Snt, a-, y- y 8-Scg) o
nula (Dp427) en una de las muestras de tejido visceral (donante 3). Los niveles de
expresion de a-Dbn, Dg, al-Snt, B- y €-Scg en la misma muestra tisular fueron
similares al control GAPDH y descartan la posibilidad de que esa muestra
careciera de calidad para el analisis realizado. Dado que otros elementos del
complejo mostraron también variaciones entre los sujetos estudiados como Dp71,
a-, 0- y €-Scg, los resultados del tejido visceral del donante 3 pueden reflejar
variaciones en la expresion del DAPC entre individuos. Estudios de la expresién
tisular del DAPC en una poblacién mayor son necesarios para explorar la
significancia y el posible papel fisiolégico de estas variaciones. En este estudio se
muestra que en el tejido adiposo subcutaneo y visceral humano se expresan

transcritos para a-, B-, y-, 6- y €-Scg, lo que concuerda con la informacién
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publicada por Groh et al. [13] quienes reportaron un complejo de sarcoglicanos

unico para adipocitos blancos de rata que incluye B-, 6- y €-Scg.

Los elementos del DAPC se expresan durante la adipogénesis humana

El perfil de expresion para los elementos del DAPC durante la adipogénesis
muestra que Dp427, a-Dbn y a-Scg se expresan diferencialmente, mientras que
los transcritos para Dp71, B-Dbn, distroglicano, a-Snt, BI-Snt y BlI-Snt, parecen no
cambiar.

Para corroborar estos cambios medimos la expresion relativa de algunos
elementos del DAPC y encontramos que Dp427 aumenta su expresion en
preadipocitos quiescentes y se mantiene en las siguientes etapas de la
adipogénesis subcutanea y visceral. Asi mismo, Dp71 una proteina que se
expresa en la mayoria de los tejidos y participa en procesos de division celular
[18], aumenta su expresion a partir de preadipocitos quiescentes y se mantiene en
las siguientes etapas durante la diferenciacién adiposa subcutanea y visceral.

Medimos la expresién de a-Dbn durante la adipogénesis subcutanea y
visceral humana y encontramos que la expresién aumenta a partir de
preadipocitos quiescentes y se mantiene en las siguientes etapas. Estos
resultados concuerdan con la expresién de a-Dbn en la adipogénesis de rata, y
coinciden en estadios de la diferenciacion adiposa visceral. En conjunto, estas
evidencias sugieren que a-Dbn podria participar en la regulaciéon de la
adipogénesis.

Cuantificamos también los niveles de expresion de 3-Dbn en el curso de la

adipogénesis humana. Aunque los resultados de RT-PCR de punto final no
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mostraron variaciones en el nivel de expresion de este gen, los analisis de RT-
gPCR muestran que se sobrexpresa en preadipocitos quiescentes y su expresion
se mantiene en los estadios posteriores. Hasta ahora no se conocen claramente
las funciones de las distrobrevinas, pero se les han atribuido funciones de
sefalizacion intracelular en musculo y en tejidos no musculares [19].

Como se mencion6 anteriormente sélo a-Scg mostré cambios en su
expresion por lo que se evalud por RT-gPCR. Encontramos que durante la
adipogénesis subcutanea la expresion de a-Scg aumenta en preadipocitos
quiescentes y esta reprimida en células comprometidas y adipocitos maduros,
mientras que durante la diferenciacion visceral la expresiéon de a-Scg se induce en
preadipocitos quiescentes y se mantiene en estadios siguientes de ambos
donantes. a-Scg es 62% similar a nivel de aminoacidos a €-Scg y tiene actividad
de ATPasa [6] por lo que su funcién podria ser reemplazada por €-Scg [20] en los
adipocitos. Se sabe que en el musculo esquelético y en células musculares
cultivadas C2C12, existen dos tipos de complejos de sarcoglicanos, el primero
contiene a, B-, y- y 8-Scg y el segundo a -, y-, 6- y €-Scg [20]. En tejido adiposo
podria ser similar, ya que en los explantes tisulares se observa la expresién del
MRNA de a-Scg pero no en cultivo de preadipocitos.

Previamente nuestro grupo de trabajo reporté que elementos del DAPC se
expresan durante la adipogénesis subcutanea y visceral de rata pero sélo Dp71,
Dp116, a-Dbn y BI-Snt cambian su expresion durante este proceso y podrian estar
involucrados en la adipogénesis [14]. Romo-Yafez et al. [14] han sugerido que los

cambios en la forma de la célula, la remodelacién extensiva del citoesqueleto y la
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matriz extracelular [21] que ocurren durante la adipogénesis podrian en parte estar
mediados por el DAPC.

En resumen, nuestros resultados muestran que los mMRNAs de las distrofinas
Dp427 y Dp71, las distrobrevinas a y (3, distroglicano, las sintrofinas al, Bl y Bll y
los sarcoglicanos a, B, y, 0 y € se expresan en el tejido adiposo humano y sélo
algunos cambian su expresion durante la adipogénesis. Estos hallazgos sugieren
que el DAPC participa en la diferenciacion y el metabolismo del tejido adiposo

cuya funcioén puede estudiarse en el futuro.
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Pies de Figuras

Fig. 1. Expresion del complejo de proteinas asociado a distrofina en tejidos
adiposos humanos. RNA total de tejido adiposo subcutaneo y visceral de los
donantes (D) se analizé por RT-PCR usando oligonucledtidos especificos para
MRNA de las distrofinas Dp427 y Dp71, a- y B-distrobrevina (Dbn), distroglicano
(Dg), al-, Bl y Bll-sintrofina (Snt) y de los sarcoglicanos (Scg) a, B, y, 0 y €. GAPDH
se us6 como gen constitutivo. (+) Control positivo, musculo esquelético humano o
células HEK293. (-) Control negativo, sin transcripcion reversa. Los productos de
PCR se separaron en geles de agarosa al 2.0% y se tifieron con bromuro de etidio

para su analisis.

Fig. 2. Expresion del DAPC durante la adipogénesis subcutanea y visceral
humana. El RNA total de preadipocitos preconfluentes (A1, B1), preadipocitos
quiescentes (A2, B1), células inducidas a adipogénesis terminal (A3, B1) y
adipocitos maduros (A4, B1) se analiz6 por RT-PCR usando oligonucledtidos
especificos para distrofinas Dp427 y Dp71, a- y B-distrobrevina (Dbn),
distroglicano (Dg), al-, Bl y Bll-sintrofina (Snt) y sarcoglicanos (Scg) a, B,y, 0y €.
PPARYy se us6 como control de diferenciacion adiposa y GAPDH como gen
constitutivo. (+) Control positivo, musculo esquelético humano o células HEK293.
(-) Control positivo, sin transcripcidn reversa. Los productos de PCR se separaron

en geles de agarosa al 2.0% y se tifieron con bromuro de etidio para su analisis.
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Fig. 3. Cuantificacion de la expresion de componentes del DAPC durante la
adipogénesis subcutanea y visceral humana. La expresion de las distrofinas
Dp427 y Dp71, las distrobrevinas (Dbn) a y B, y el sarcoglicano a (a-Scg) se
cuantific6 empleando RNA total extraido de preadipocitos confluentes,
preadipocitos quiescentes, células inducidas a diferenciacion terminal y adipocitos
maduros de tejido adiposo subcutaneo (barras claras) o visceral (barras obscuras)
de dos donantes (D4, barras azules; D6, barras moradas). Como gen constitutivo
empleamos GAPDH. Las barras son el promedio * |la desviacién estandar. Las
letras minusculas (a), (b), (c) y (d) indican diferencias estadisticamente

significativas de acuerdo a una prueba ANOVA (P<0.05).
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Tabla 1. Caracteristicas de los donantes

ID Sexo Edad Masa Estatura IMC
(kg) (m) (kg/m?)
1 M 36 68.0 1.65 25.0
2 M 32 52.0 1.55 21.6
3 M 22 66.5 1.70 23.0
4 M 27 72.0 1.68 255
5 M 23 75.0 1.65 27.5
6 M 36 91.0 1.85 26.6

Los donantes 2 y 3 tienen normopeso y los donantes 1, 4, 5y 6 sobrepeso. El
indice de masa corporal (IMC) igual o superior a 25 indica sobrepeso y el igual o
superior a 30 obesidad (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/es/).
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Tabla 2. Secuencias de los oligonucledtidos

mRNA

. Tamaino
Secuencias . .
amplicon (pb)
Dp427 Fw. AGCACAAGGAGAGATTTCTAATGA 550
Rv. CCATCTACAGATGTTTGCCCATCG
Dp71 Fw. ATGAGGGAACAGCTCAAAGGCCACG 145
Rv. TCTGCAGTCTTCGGAGTTTC
a-Dbn Fw. TCTTCGTCTCAGCCACCTCAGCA 185
Rv. TGCTGTGCCTTCTCTGGCGT
B-Dbn Fw. GCGGCTGCTGAGGCAAAGGA 203
Rv. AGCGCACTGGCATGGGCATT
Dg Fw. TTGGCATTCCTGATGGCACGGC 111
Rv. CCTTCCCTGCCGCTGATACCTTGA
al-Snt Fw. AGCCCGTACTGCCCCACTCA 241
Rv. ATTCCACGTGCAGGCTGTAGACAC
BI-Snt Fw. GCTGGCTTGCAGAAAAGGTGCC 201
Rv. CACCAGCCTGGGGTGATCCCT
BlI-Snt Fw. TGGCTGGCAGAACAGGCAAAAC 243
Rv. GCCCTGTCGAGAGCCTGTCCT
a-Scg Fw. GCGGGAGGGAAGGCTGAAGAGAGAC 210
Rv. TCCAGAATGAGGGGCACCTGGG
B-Scg Fw. TGGGCCGTGATTCGCATTGGA 178
Rv. AAACAATAGGCTGGTTGTTGCCAGT
y-Scg Fw. AGTAACTGGGCCTGAAGGGGCT 165
Rv. AGCGCCTCAATTTTCCCAGCGT
0-Scg Fw. ACGAGTTTTAGGAGCGGAGGGCA 183
Rv. AGCTCTGTCCTGCAGGTGGCTT
€-Scg Fw. CCACCTTACCCAAAACCTGGCGA 201
Rv. GGTGCGCCTGTTGTAGGCAGT
GAPDH Fw. GAAGGTGGTGAAGCAGGCGT 216

Rv. ATGTGGGCCATGAGGTCCACCA
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