
 

Instituto de Investigaciones Biológicas 
Clemente Estable 

 
Programa de Desarrollo en Ciencias 

Básicas- PEDECIBA 
 

Área Biología- Subárea Genética 
Tesis de Maestría en Ciencias Biológicas 

Lic. Mariana Fernández  

 

 
Orientadora de tesis Dra. Adriana 
Mimbacas 
Laboratorio de ejecución  
Departamento de Genética, Instituto 
de Investigaciones Biológicas Clemente 
Estable.  
Tribunal 
Dr. Bernardo Bertoni 
Dra. Silvia Olivera 
Dra. Yanina Pancera 

Abril de 2014 

Análisis de metilación y expresión génica 
del gen Socs1 y su relación con el 

tratamiento de primera elección en la 
Diabetes tipo 2 



Análisis de metilación y expresión génica del gen Socs1 y su relación con el tratamiento de primera elección en la      
Diabetes tipo 2elección en la  

Página - 2 - 

Agradecimientos 
 
Al PEDECIBA por permitirme desarrollar mi tesis. 
 
A la ANII (Agencia Nacional de Investigación e Innovación) por la financiación y apoyo 
al proyecto en el marco del llamado a proyectos Mº Viñas 2010 y a Federico Secondo 
por la buena disposición como ejecutivo del proyecto. 
 
A mi tutora, la Dra. Adriana Mimbacas, por aceptarme como estudiante de maestría y 
enseñarme todo lo que sabe, además de darme confianza siempre. 
 
Al Dr. Gerardo Javiel y su equipo médico y de enfermeros del Hospital Pasteur por 
ayudarme en la colecta de pacientes y muestras para el proyecto. 
 
A todos mis compañeros de laboratorio de Genética del Instituto de Investigaciones 
Biológicas Clemente Estable por brindarme el apoyo humano y técnico imprescindible 
en la tarea diaria. 
 
A los profesores y especialistas que me ayudaron con distintas problemáticas prácticas 
y teóricas desinteresadamente como el Dr. Ruben Pérez, la Dra. Mónica Capeta y el 
Mg. Gonzalo Manrique. 
 
A mis amigos y familia por darme siempre la confianza de seguir adelante en los 
momentos de complicaciones y alegrarse conmigo cuando se cumplieron los logros. 
 
Especialmente a mis padres por el apoyo y amor incondicional. 
 
A mis amores Sebastián y Ramiro por el impulso de siempre y por el amor que me dan 
cada día. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 



Análisis de metilación y expresión génica del gen Socs1 y su relación con el tratamiento de primera elección en la      
Diabetes tipo 2elección en la  

Página - 3 - 

ÍNDICE 
 
RESUMEN          6 
 
1-INTRODUCCIÓN           9 
 
1.1 DIABETES MELLITUS, LA PATOLOGÍA Y SU TRATAMIENTO      9 
1.1.1 CONTEXTO EPIDEMIOLÓGICO DE LA PATOLOGÍA      9 
1.1.2 DEFINICIÓN Y PATOGENIA        11 
1.1.3 DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DT2)       12 
1.1.4 ABORDAJE TERAPÉUTICO INICIAL       15 
1.1.5 METFORMINA COMO FÁRMACO DE PRIMERA ELECCIÓN    16 
1.1.6 FALLAS EN EL TRATAMIENTO CON FÁRMACOS ORALES     17 
1.2 ASPECTOS INMUNOLÓGICOS DE LA PATOLOGÍA      18 
1.2.1 INMUNOLOGÍA Y DIABETES MELLITUS TIPO 2 HOY     18 
1.2.2 INFLAMACIÓN EN DIABETES TIPO 2        20 
1.2.3 MARCADOR MOLECULAR DE SISTEMA INMUNE: SOCS1      23 
1.2.4 MARCADOR MOLECULAR DE SISTEMA INMUNE: HLA-DQB1*    25 
1.3 GENÉTICA Y EXIGENTICA DE LA DT2       26 
1.3.1 GENÉTICA DE LA DT2         26 
1.3.2 EPIGENÉTICA         27 
1.4 JUSTIFICACIÓN         28 
 
2-HIPOTESIS Y OBJETIVOS        31 
 
2.1 HIPÓTESIS           31 
2.2 OBJETIVO GENERAL          31 
2.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS         31 
 
3-MATERIAL Y MÉTODO         33 
 
3.1. DISEÑO CLÍNICO-METODOLÓGICO        33 
3.1.1 DISEÑO DE LA POBLACIÓN         33 
3.1.2 MARCADOR PARA EL SEGUIMIENTO DEL CONTROL METABÓLICO   34 
3.2 ANÁLISIS DE ARN Y ADN         34 
3.2.1 EXTRACCIÓN DE ADN         34 
3.2.2 ANÁLISIS DE ALELOS HLA        35  
3.2.3 ANÁLISIS DE METILACIÓN DEL PROMOTOR DEL GEN SOCS1     35 
3.2.3.1 SELECCIÓN Y DISEÑO DE SECUENCIA      35 
3.2.3.2 CONVERSIÓN CON BISULFITO DE SODIO       37 
3.2.3.3 AMPLIFICACIÓN Y ANÁLISIS DE CURVAS DE MELTING      38 
3.2.4 CUANTIFICACIÓN RELATIVA DE LA EXPRESIÓN DEL GEN SOCS1     39 
3.2.4.1 EXTRACCIÓN DE ARN Y RT-PCR       39 
3.2.4.2 DISEÑO DE CUANTIFICACIÓN RELATIVA UTILIZANDO EL GEN ABL COMO REFERENCIA  40 
3.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO         42 
 
4-RESULTADOS           44 
 
4.1. ANÁLISIS CLÍNICO Y PARACLÍNICO        44 
4.1.1 CARACTERÍSTICAS DE LA POBLACIÓN        44 
4.1.2 ANÁLISIS POR SEXO          45 
4.2 TIPIFICACIÓN DE ALELOS HLA-DQB1*        46 
4.3 MIP (PCR METILACIÓN INDEPENDIENTE) Y CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA   47 
4.3.1 RESULTADOS DEL ANÁLISIS DE METILACIÓN       47 
4.3.2 ANÁLISIS DE PRODUCTOS DE PCR METILACIÓN MEDIANTE SECUENCIACIÓN DIRECTA  49 
4.3.3 ANÁLISIS DE CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA     51 
4.3.4 SECUENCIACIÓN CONFIRMATORIA DE PRODUCTOS DE CUANTIFICACIÓN    54 
 



Análisis de metilación y expresión génica del gen Socs1 y su relación con el tratamiento de primera elección en la      
Diabetes tipo 2elección en la  

Página - 4 - 

5-DISCUSION           57 
 
5.1 DISEÑO DEL ESTUDIO          57 
5.2 ALELOS HLA-DQB1*          60 
5.3 METILACIÓN Y CUANTIFICACIÓN RELATIVA DE LA EXPRESIÓN DE SOCS1    61  
 
6-PERSPECTIVAS          66 
 
7-BIBLIOGRAFÍA           68 
 
8-ANEXOS           75 
ANEXO 1. ASPECTOS TÉCNICOS         75  
ANEXO 2. TABLAS          77 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Análisis de metilación y expresión génica del gen Socs1 y su relación con el tratamiento de primera elección en la      
Diabetes tipo 2elección en la  

Página - 5 - 

ÍNDICE DE FIGURAS  
Figura 1: Etiopatogenia de la Diabetes tipo 2.       13 

Figura 2: Algoritmo 2010 de la Sociedad Española de Diabetes sobre el tratamiento farmacológico de la 

hiperglucemia en la diabetes tipo 2.       16 

Figura 3: Tipos de respuesta inmune: innata y adquirida o adaptativa.    19 

Figura 4: Estructura del supresor de la señalización de citoquinas 1 (SOCS1).     24 

Figura 5: Mecanismo molecular mediante el cual las proteínas SOCS1 y SOCS3 regulan la señal  

de citoquinas.         24                                                                                                                                     

Figura 6: Estructura del promotor del gen Socs1 en queratinocitos humanos donde se señalan los sitios 

de unión a los distintos factores de transcripción.     35  

Figura 7: Secuencia con alto contenido GC resultado del análisis de 2000pb previos al nucleótido +1 con el  

programa EMBOSS CpGplot.        36 

Figura 8: Predicción de islas CpG y primers.  36 

Figura 9: Principio químico de la conversión con Bisulfito de Sodio.  37  

Figura 10: Análisis de los patrones de metilación con el método conversión con Bisulfito de Sodio y  

 análisis de curvas de melting.  39 

Figura 11: Recomendaciones para el diseño de la cuantificación de la expresión del gen Socs1  40 

Figura 12: Diseño del sistema de amplificación del gen Abl.     41 

Figura 13: Resultado de la glicemia inicial en ambas subpoblaciones.    45 

Figura 14: Variación individual de los valores de HbA1c antes del inicio de Metformina y 3 meses  

después de iniciado el tratamiento.       45 

Figura 15: Glicemia inicial tomando en cuenta la distibucion de género.    46 

Figura 16: a. Curvas de amplificación, con Bisulfito de Sodio y control sin tratamiento  

  b. Curvas de melting.  48  

Figura 17: Contraste de las medias de Tm entre ambas subpoblaciones de respuesta.  49 

Figura 18: Porción de cromatograma obtenido para cada muestra luego de la secuenciación de los 

 productos de PCR del análisis de metilación del gen Socs 1.    50 

Figura 19: Secuencia (5´-3´) analizada con el programa MethPrimer para el diseño del estudio de  

 la metilación.  50 

Figura 20: Curvas de amplificacion, melting y curvas estandar con valores de eficiencia para cada gen 

  en corrida ejemplo de cuantificación de la expresion relativa.  52 

Figura 21: Desvío estándar para la cuantificación relativa.  54 

Figura 22: Resultados de muestra del análisis de BLAST para los productos de cuantificación.  55 

 

ÍNDICE DE TABLAS 
 
Tabla 1: Criterios diagnóstico de Diabetes Mellitus o trastornos de la regulación de la glucosa.   13 

Tabla 2: Objetivos de control en el paciente con diabetes En base a Position statement ADA, 2011. 15 

Tabla 3: Característica clínicas y paraclínicas para los grupos de “Respondedores” y “No respondedores”. 44 

Tabla 4: Análisis por sexo para evaluar esta variable como factor de confusión.   46 

Tabla 5: Distribución de genotipos del loci HLA asociados a DT1.     47 

Tabla 6: Cuantificación de la expresión del gen.       51 

Tabla 7: Valores de expresión relativa según el software del equipo Rotor Gene 6000.  53  



Análisis de metilación y expresión génica del gen Socs1 y su relación con el tratamiento de primera elección en la      
Diabetes tipo 2elección en la  

Página - 6 - 

 

RESUMEN  
 
La Diabetes mellitus es una patología de origen multifactorial, es decir, con 

determinación genética por parte de varios genes y con influencia del medioambiente. 
Esta característica hace que tanto su clasificación como su terapéutica sean 
dificultosas y se opte en la práctica por el método de “ensayo y error” para ajustar la 
medicación a cada paciente y a cada etapa de la enfermedad. Esto último implica 
grandes costes económicos para los servicios de salud y sus usuarios, así como una 
pérdida de tiempo en el control del desajuste y la prevención de complicaciones graves 
y crónicas. Las drogas clasificadas como sensibilizadoras a la acción de la insulina, del 
tipo de la Metformina, son el tratamiento de primera línea en el mundo para pacientes 
con diabetes mellitus tipo 2. La Metformina, así como la mayor parte de la terapéutica 
tiene como diana contrarrestar la insulino-resistencia asociada a este tipo de diabetes 
pero en los últimos años ha crecido el interés por el estudio de la inflamación crónica 
ya que la secreción por parte de macrófagos y células endoteliales de citoquinas 
proinflamatorias contribuye a la patogénesis de la insulino-resistencia. Un regulador 
importante de la inflamación, perteneciente al sistema inmune, es la proteína 
expresada por el gen Socs1 (supresor de la señalización de citoquinas 1). En trabajos 
recientes se ha observado que el aumento de la actividad del promotor de Socs1 en 
sangre está asociado con la sensibilidad mejorada a la insulina. Esta mejora en la 
sensibilidad a la insulina observada como consecuencia de la mayor expresión de 
Socs1, podría deberse a que individuos con mayor cantidad de la proteína SOCS1 
presentan mejor control del estado inflamatorio y un ambiente más favorable para la 
correcta acción de la insulina, favoreciendo la acción de la Metformina y sus efectos. 
Para estudiar la influencia de este marcador genético en la variabilidad de respuesta a 
la Metformina observada en diabetes mellitus tipo 2 se construyeron dos 
subpoblaciones (de 20 pacientes cada una) de pacientes diabéticos tipo 2 
diferenciadas en “Respondedores” y “No respondedores” a esta medicación en base al 
descenso del valor de hemoglobina glicosilada (HbA1c) a los tres meses de iniciado el 
tratamiento. Ambas subpoblaciones se contrastaron para el estudio de la metilación 
del promotor y la expresión del gen Socs1 a partir de sangre periférica. El análisis de 
metilación se realizó mediante conversión con bisulfito de sodio-PCR y análisis de 
curvas de melting. Los resultados mostraron diferencias estadísticamente significativas 
(p <0.0001), encontrándose mayores niveles de metilación en los individuos 
catalogados como “No respondedores”. Esto fue concordante con lo hallado para la 
cuantificación de la expresión del gen. Esto último se realizó por cuantificación relativa 
por real time PCR utilizando el gen Abl como referencia donde también se obtuvo 
diferencia estadística significativa (p =0.0209), observándose menor expresión del gen 
en individuos “No respondedores”. Estos resultados van en línea con la idea que un 
mejor manejo del estado inflamatorio se asocia con la buena respuesta a la 
Metformina. Este trabajo aporta evidencia que sustenta el concepto que el sistema 
inmune es clave en el desarrollo de la patología y, particularmente en la respuesta a 
Metformina y que son las características genéticas las que pueden orientar de forma 
más certera al clínico a la hora de iniciar la conducta terapéutica. 
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ABSTRACT 

Diabetes mellitus (DM) is a disease of multifactorial origin that depends on 
genetic determination by multiple genes and is influenced by the environment. 
Because of the DM complexity, its classification and therapeutic is difficult. DM 
complexity also makes the trial and error method the most useful to adjust the 
medication to each patient and disease stage, which implies large economic health 
services and users costs together with a loss of time to control the imbalance in 
medication and to prevent acute and chronic complications. Drugs classified as 
sensitizers of insulin, such as metformin and metformin-like drugs, are the worldwide 
first-line treatment in type 2 DM with a main action directed to counteract the type 2 
DM associated insulin resistance. However, in the last years, there is an increasing 
interest in the chronic inflammation described in type 2 DM patients, since it has been 
shown that secretion of pro-inflammatory cytokines by macrophages and endothelial 
cells contribute to the insulin resistance pathogenesis. An important regulator of 
inflammation, that belongs to the immune system, is the protein expressed by the 
gene SOCS1 (suppressor of cytokine signaling 1). Recent work has shown that 
increased activity of SOCS1 promoter, with resulting increased SOCS1 expression in 
blood, is associated with an improved insulin sensitivity, which may suggest that 
patients with a better control of the inflammatory state have a more favorable 
environment to a proper insulin action, this favoring action and effects of metformin. 
To study the influence of this genetic marker in the variability of the response to 
metformin observed in type 2 DM patients, two subpopulations  of 20 patients each 
were differentiated into "responders" and "non-responders" to metformin  based on 
the decreased value of the glycosylated hemoglobin (HbA1c) after three months of 
treatment. The level of promoter methylation and gene expression of SOCS1 in 
peripheral blood were compared in both populations. Methylation was studied by 
using the conversion method with sodium bisulfite-PCR and analysis of melting curves. 
Results showed the “non-responders” group has significantly higher methylation levels 
(p<0.0001), which was consistent with a significant decreased gene expression 
obtained by relative quantification using real-time PCR and the Abl gene as the 
reference gene (p= 0.0209). Both results agreed with the idea that a better 
management of the inflammatory state is associated with a good response to 
metformin. This work supports the concept that the immune system is crucial for the 
development of the pathology, and in particular, in the response to metformin. Also 
suggests that the genetic characteristics may give more exact clues to the physician 
when starting the therapeutic approach. 
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1.1 DIABETES MELLITUS, LA PATOLOGÍA Y SU 
TRATAMIENTO 

1.1.1 Contexto epidemiológico de la patología  

 

La diabetes se encuentra entre las 10 principales causas de discapacidad en el 

mundo y socava la productividad y el desarrollo humano. Es uno de los desafíos de 

salud y desarrollo más importantes del siglo XXI. Cada año, más de cuatro millones de 

personas mueren por diabetes y decenas de millones más sufren complicaciones 

incapacitantes y potencialmente letales, como infarto de miocardio, ataque cerebro 

vascular (ACV), insuficiencia renal, ceguera y amputación, en muchos casos sin siquiera 

haber sido diagnosticados. Por estas razones la diabetes no es sólo una crisis sanitaria, 

es una catástrofe social mundial. De no emprenderse ninguna acción, se prevé que el 

número de personas con diabetes aumentará desde los más de 366 millones de 2011 

hasta 552 millones en 2030 (o un adulto de cada diez) y otros 398 millones de 

personas estarían en alto riesgo de padecerla. A su vez, esta patología también tiene 

consecuencias negativas para algunas enfermedades infecciosas, y está implicada en 

otras enfermedades no transmisibles y la salud mental. Los gobiernos de todo el 

mundo luchan por cubrir los costes de la atención diabética. Tres de cada cuatro 

personas con diabetes viven hoy en países de ingresos medios y bajos. A lo largo de los 

próximos 20 años, las regiones de África, Oriente Medio y Sudeste Asiático soportarán 

el mayor aumento de la prevalencia de diabetes. Incluso en los países ricos, los grupos 

desfavorecidos, como los pueblos indígenas y las minorías étnicas, los migrantes 

recientes y los habitantes de barrios marginales sufren un mayor índice de diabetes y 

sus complicaciones. Ningún país, rico o pobre, es inmune a esta pandemia (Plan 

mundial contra la Diabetes 2011-2021, IDF).  

 

La dinámica de la pandemia de diabetes está cambiando rápidamente. La que 

una vez fue una enfermedad del oeste, se ha extendido a todos los países en el 

mundo. La que una vez fue "la enfermedad de la abundancia" ahora es cada vez más 

común en lugares pobres.  
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Esta era también una enfermedad del adulto casi desconocida en los niños pero 

el aumento de las tasas de obesidad infantil ha determinado que sea cada vez más 

común en la población pediátrica, especialmente en ciertos grupos étnicos. A nivel 

mundial, se estima que la diabetes representó el 12% del gasto sanitario en 2010, por 

lo menos 376 mil millones de dólares, una cifra que se espera que llegue a 490 mil 

millones en 2030 (Zhang y col., 2010). Su creciente prevalencia y los problemas de 

salud asociados a las complicaciones crónicas derivadas pueden llegar a dificultar la 

economía de países en vías de desarrollo que poseen limitada infraestructura para el 

cuidado de la diabetes y están mal equipados para manejar esta epidemia. A pesar de 

todos los esfuerzos realizados para controlar esta enfermedad, hoy sigue siendo un 

desafío reducir los costes humanos y económicos por lo que los esfuerzos se enfocan 

en el diagnóstico precoz, un control más eficaz y la búsqueda de estrategias de 

prevención contra el desarrollo de nuevos casos. 

 

Es así como uno de los objetivos primordiales planteados en el Plan mundial 

contra la diabetes 2011-2021 de la Federación Internacional de Diabetes (IDF) para 

lograr una exitosa lucha contra la diabetes, es la generación y utilización de pruebas 

científicas en forma estratégica para enfocar los trabajos de investigación hacia la 

búsqueda de mejores algoritmos de clasificación y determinación del tratamiento 

adecuado. Generar pruebas que sirvan de fundamento a los esfuerzos por combatir la 

diabetes exige el compromiso de una amplia gama de métodos y disciplinas de 

investigación, que incluyen, entre otros, la medicina clínica y de laboratorio, la salud 

pública, la educación, la sociología, la psicología, la agricultura, la arquitectura y el 

urbanismo y la economía.  

 

No todos los países tienen la capacidad de emprender investigaciones 

integrales, pero generar y aplicar las pruebas locales a la política y la práctica puede ser 

una herramienta poderosa para conseguir el máximo provecho del gasto sanitario. La 

eficiencia de los fondos para la investigación se puede optimizar mediante: 

 

• El desarrollo de una agenda priorizada de investigación nacional que 

identifique los vacíos de conocimiento.  
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• Desarrollar la capacidad de investigación dando respaldo a la investigación 

centrada en las prioridades identificadas.  

 

Es necesario identificar los procesos y los mecanismos, que hayan sido más 

eficaces y relevantes, procedentes de la investigación, para incluirlos dentro de las 

políticas y las prácticas. Además, los esfuerzos por evaluar los métodos y los 

mecanismos para mejorar la prevención de la diabetes y para mejorar y facilitar la 

distribución de medicamentos y tecnologías, especialmente en las comunidades 

remotas faltas de recursos, deberían perseguirse como un desafío mundial de 

investigación a gran escala, al igual que encontrar una cura tanto para la diabetes tipo 

1 (DT1) como para la tipo 2 (DT2). También se plantea la importancia de monitorizar, 

valorar y comunicar los resultados logrados por las últimas investigaciones. 

 

1.1.2 Definición y patogenia 

 

La diabetes es una de las cuatro enfermedades no transmisibles (ENT) 

prioritarias identificadas por la Organización Mundial de la Salud (OMS), junto con la 

enfermedad cardiovascular (ECV, que incluye el infarto de miocardio y ACV), el cáncer 

y la enfermedad respiratoria crónica (OMS, 2001). Se caracteriza por una hiperglicemia 

(altos niveles de glucosa en la sangre), que es el resultado de la falta de insulina (en 

DT1) o que haya insulina insuficiente y resistencia a la misma (en DT2) (American 

Diabetes Association, ADA, 2011a).  

 

Tiene un componente genético y algunas personas sencillamente son más 

susceptibles que otras de desarrollar diabetes. La diabetes es una enfermedad crónica 

que aparece cuando el páncreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo 

no utiliza eficazmente la insulina que produce. La insulina es una hormona que regula 

los niveles de azúcar en la sangre. El efecto de la hiperglicemia no controlada conduce, 

con el tiempo, a daño grave de muchos órganos y sistemas, especialmente los nervios 

y los vasos sanguíneos. La DT2 en particular se debe a una utilización ineficaz de la 

insulina (insulino-resistencia, IR), fundamentalmente en los primeros años del 

desarrollo de la enfermedad, dado que a medida que progresa la patología se acentúa 

http://www.diabetes.org/
http://www.diabetes.org/
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el déficit de insulina o la insulinopenia. Este tipo de diabetes representa el 90% de los 

casos mundiales y se debe en gran medida a un peso corporal excesivo y a la 

inactividad física. Es una patología paucisintomatica (con pocos síntomas), lo que 

conlleva a un diagnóstico tardío y frecuentemente en el contexto de una complicación 

macrovascular (Infarto Agudo de Miocardio, IAM) o microvascular (RPD-Retinopatía 

diabética). Rara vez los síntomas son similares a los de la DT1, en el momento del 

diagnóstico (OMS, 2011). 

 

1.1.3 Diabetes mellitus tipo 2 (DT2) 

 

La DT2 aparece como resultado de una interacción compleja entre factores 

genéticos y ambientales que definen la etiopatogenia de la DT2 (figura 1). Las personas 

susceptibles a desarrollarla heredan un conjunto de alelos que provocan que sus 

tejidos sean resistentes a la insulina (DeFronzo, 1988; Eriksson y col., 1989; Rothman y 

col., 1995; Pratipanawatr y col., 2001; Kashyap y col., 2003; Morino y col., 2005; 

Pendergrass y col., 2007; Groop y Lyssenko, 2008). A nivel particular de los órganos 

implicados en su etiopatogenia, en el hígado la resistencia a la insulina se manifiesta 

por una sobreproducción de glucosa durante el estado basal y una supresión de la 

producción de glucosa hepática (HGP) en respuesta a la insulina (Groop y col., 1989).  

 

A nivel de tejido muscular (DeFronzo y col., 1979; DeFronzo y col., 1985; Groop 

y col., 1989; Pendergrass y col., 2007), la resistencia a la insulina se manifiesta por el 

deterioro de la captación de glucosa después de la ingesta de hidratos de carbono, 

observándose hiperglicemia postprandial (después de una comida) (Ferrannini y col., 

1988). Como decíamos anteriormente, aunque los orígenes de la resistencia a la 

insulina se pueden remontar a sus antecedentes genéticos (DeFronzo, 1997; Groop y 

Lyssenko, 2008) la epidemia de DT2 se asocia a lugares de epidemias de obesidad y 

poca actividad física (James, 2008; DeFronzo, 2009). 
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Figura 1: Etiopatogenia de la Diabetes mellitus tipo 2. PHG: producción hepática de glucosa; IOG: 
tolerancia disminuida a la glucosa (Conget, 2002).  

 

Los criterios diagnósticos de diabetes o trastornos de la regulación de glucosa 

se basan en los puntos de corte para plasma o suero venoso detallados en la tabla 1. 

 

Tabla 1: Criterios diagnóstico de Diabetes Mellitus o trastornos de la regulación de la glucosa. Tomado 
de las Guías de la Asociación Latinoamericana de Diabetes, ALAD (2013). 

 
 

 

Los pacientes con DT2 pueden presentar características tanto de resistencia a la 

insulina como defectos en la secreción de insulina, aunque existe controversia en 

cuanto a que defecto (la resistencia a la insulina o la disfunción de las células β), 

representa la alteración primaria (DeFronzo, 2009; DeFronzo y Tripathy, 2009). Existen 

evidencias a favor de un desarrollo en dos etapas de la DT2. Durante el primer estadío, 

individuos con tolerancia normal a la glucosa progresarían hacia la intolerancia a la 

glucosa con resistencia a la insulina como el principal factor determinante.  
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En el estadío siguiente, habría un aumento de la intolerancia a la glucosa en 

asociación con un progresivo deterioro de la función de las células β (Buchanan y col., 

2002; Abdul-Ghani y col., 2006a; Abdul-Ghani y col., 2006b; DeFronzo, 2009). La 

progresión de la intolerancia a la glucosa en la diabetes también se asocia con una 

pequeña disminución en sensibilidad a la insulina (Saad y col., 1991; Abdul-Ghani y 

col., 2006a; DeFronzo, 2009). La resistencia a la acción de la insulina es una 

discapacidad característica de DT2 (DeFronzo y Ferrannini, 1991; DeFronzo, 2009) y 

tiene lugar en el hígado (DeFronzo, 2009), tejido muscular (DeFronzo, 2009; DeFronzo 

y Tripathy, 2009) y en el tejido adiposo (DeFronzo, 2009). La resistencia a la insulina es 

el rasgo más notable y juega un papel fundamental en el desarrollo de la DT2 (Gulli y 

col., 1992; DeFronzo, 1997; Weyer y col., 2001; Abdul-Ghaniy col., 2006a; Abdul-Ghani 

y col., 2006b; DeFronzo, 2009). Familiares de primer grado de diabéticos tipo 2 (que 

tienen un alto riesgo de desarrollar diabetes) son individuos notablemente resistentes 

a la insulina (Gulli y col., 1992; DeFronzo, 2009). Del mismo modo, las personas con 

intolerancia a la glucosa que son resistentes a la insulina manifiestan hiperinsulinemia 

compensatoria (Saad y col., 1991; DeFronzo, 1997; Abdul-Ghani y col., 2006a; Abdul-

Ghani y col., 2006b; DeFronzo, 2009;). Esta hiperinsulinemia refleja una resistencia a la 

insulina subyacente (Gulli y col., 1992; Abdul-Ghani y col., 2006a; Abdul-Ghani y col., 

2006b; DeFronzo, 2009).  

 

En resumen, la resistencia a la insulina es una característica universal de la DT2 

y ocurre al principio de la historia natural de la enfermedad, es decir, las personas con 

intolerancia a la glucosa son individuos genéticamente predispuestos.  

 

Por lo tanto, las intervenciones diseñadas para mejorar la sensibilidad a la 

insulina en sujetos con intolerancia a la glucosa tienden a ser eficaces en la prevención 

y en el retraso en la progresión de intolerancia a la glucosa y a DT2.  

 

De este modo, se plantean objetivos de control, tanto en la etapa de 

prevención como en la terapéutica, utilizando valores paraclínicos de rutina. En la 

siguiente tabla se exponen los objetivos de control en el paciente con diabetes 

sugeridos por asociaciones de Diabetes a nivel mundial. 
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Tabla 2: Objetivos de control en el paciente con Diabetes en base a Position Statement, ADA (2011b) y 
guía de tratamiento de la Canadian Diabetes Association (2008).  
 

FACTOR OBJETIVO 

HbA1c (%) <6.5 

Glicemia basal/Preprandial (mg/dL) 70-126 

Glicemia posprandial (mg/dL) <200 

Colesterol LDL (mg/dL) <36 

Triglicéridos (mg/dL) <180 

PA (mmHg) <130/80 

Tabaco NO 

 
 

1.1.4 Abordaje terapéutico inicial  

 

La mayoría de los diabéticos tipo 2 inicia su padecimiento con pocas 

manifestaciones clínicas, lo que determina que muchos sean diagnosticados 

tardíamente por escasa o nula sintomatología. Si el paciente está clínicamente estable, 

poco sintomático, sin cetosis, con glucosa de ayuno entre 126 mg/dl (7 mmol/l) y 240 

mg/dl (13.3 mmol/l), y/o HbA1c < 9%, se recomienda iniciar un estilo de vida 

saludable, con una alimentación adecuada, ejercicio regular y se debe cesar el 

consumo de tabaco y alcohol si corresponde. Junto con estas recomendaciones iniciar 

Metformina en dosis de 500 a 850 mg/día con incremento de 500 a 850 mg cada 1 a 2 

semanas para alcanzar en forma progresiva la dosis máxima de 2.5 gr/día, si fuera 

necesario, para lograr meta terapéutica en un plazo de 3 meses. En la figura 2 se 

expone el algoritmo aconsejado para el tratamiento de la DT2. Además de reconocer 

todos los efectos terapéuticos de la Metformina, y la evidencia demostrada en la 

disminución de complicaciones cardiovasculares a mediano y largo plazo, es un 

fármaco de fácil acceso para prácticamente todas las poblaciones latinoamericanas. 

(ALAD, 2010).  
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Figura 2: Algoritmo 2010 de la Sociedad Española de Diabetes sobre el tratamiento farmacológico de la 
hiperglucemia en la DT2 (Menéndez y col., 2010). 
 

1.1.5 Metformina como fármaco de primera elección 

 

Tanto el documento conjunto de las sociedades de diabetes estadounidense 

(ADA) y europea (EASD) sobre el tratamiento de la DT2 (Nathan y col., 2006) como la 

guía clínica de la International Diabetes Federation (IDF) (Home, 2006) consideran la 

Metformina como el fármaco de primera elección en monoterapia, reservando los 

demás fármacos orales y la insulina para el tratamiento combinado con Metformina.  

 

La Metformina es un fármaco perteneciente a la familia de las biguanidas. Es un 

agente insulino-sensibilizador y también disminuye la producción de glucosa hepática 

(Krentz y col., 2005). El mecanismo de acción principal de Metformina es la reducción 

de la producción hepática de glucosa mediante la disminución de la gluconeogénesis 

hepática, aunque, en menor grado, también aumenta la captación de glucosa en la 

célula muscular.  
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La Metformina es la única biguanida recomendada, tanto en adultos como en 

adolescentes y niños mayores de 10 años, ya que fenformina y buformina tienen un 

riesgo inaceptablemente elevado de acidosis láctica (Mata Cases y col., 2004; Saenz 

Calvo y col., 2005) 

 

1.1.6 Fallas en el tratamiento con fármacos orales 

 

El control intensivo de la glucosa en sangre puede reducir y retrasar 

significativamente las complicaciones microvasculares como la retinopatía, nefropatía 

y neuropatía (Schellhase y col., 2005). Los efectos comparativos de los fármacos orales 

para la diabetes y sus resultados clínicos son inciertos (Bolen y col., 2007). Existe una 

gran variación interindividual en la respuesta a fármacos antihiperglicémicos y no se ha 

encontrado hasta la fecha, un único tratamiento que asegure el control de la glucosa 

en sangre (Krentz y col., 2005). En un gran número de pacientes se observa que a pesar 

de tener buena adherencia al tratamiento requieren otra medicación debido a la falla 

del tratamiento con Metformina. La historia natural de la DT2 va siempre hacia la falla 

del tratamiento oral. En general, con monoterapia oral sólo se logra una reducción de 

1–1,5% en los valores de la HbA1C y adicionando un segundo medicamento se 

consigue disminuir la HbA1C otro 1,5% más (Defronzo, 1999; Levobitz, 2001; Leahy, 

2003). 

 

La eficacia del tipo de droga de la Metformina se puede medir en términos de 

reducción de la hemoglobina glicosilada (HbA1c), en un rango de entre 1.0 y 1.5% 

como monoterapia inicial. Esta respuesta favorable no se observa de forma general y 

regular en la práctica médica sino que existe una variabilidad interindividual en la 

respuesta al fármaco.  

 

Dadas las variaciones en los grados de respuesta a las drogas se realizan 

revisiones constantes a los consensos en cuanto a la conducta terapéutica a seguir 

para la DT2 (Nathan y col., 2006).  
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1.2 ASPECTOS INMUNOLÓGICOS DE LA PATOLOGÍA 

1.2.1 Inmunología y Diabetes mellitus tipo 2 hoy 

 

Existe evidencia que la DT2 está relacionada con una desregulación del sistema 

inmune (Feuerer y col, 2009; Liu y col, 2009; Nishimura y col, 2009). Dentro de la 

clasificación actual existen pacientes en los que es difícil definir qué tipo de diabetes 

presentan; hay un número creciente de sujetos jóvenes que serían clasificados como 

DT2, por ser obesos y presentar resistencia a la insulina, pero también como DT1 

porque presentan autoanticuerpos contra células β (Pozzilli y Buzzetti, 2007). A esto se 

le agrega una afectación del sistema inmunitario que interfiere en la defensa contra 

patógenos como se reveló en un estudio retrospectivo de 15 años donde se observó 

un riesgo 41 veces mayor de muerte por infecciones en pacientes con DT2 en 

comparación con la población sana (Seacrest y col., 2010; Chen y col, 2013).  

 

La DT2 junto con la diabetes autoinmune en adultos, LADA del inglés “Latent 

Autoimmune Diabetes in Adults”, entre un 10-20% de los adultos diabéticos) están 

caracterizadas por la participación etiopatogénica de componentes inmunológicos y 

genéticos altamente heterogéneos.  

 

En términos inmunológicos, mientras el LADA está esencialmente influenciado 

por la inmunidad adquirida humoral (autoanticuerpos); (Pozzilli y Di Mario, 2001), la 

etiopatogenia de la DT2 posee un componente inmunológico representado por la 

inmunidad innata (Kolb, 2005). Como se observa en la figura 3 el sistema inmune tiene 

dos líneas de defensa: mientras el sistema inmune innato es la primera línea de 

defensa, sin especificidad ni memoria, la inmunidad adquirida o adaptativa utiliza 

mecanismos celulares y de reconocimiento más especializados y basados en el 

aprendizaje de memoria (Cañas, 2011).  
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Figura 3: Tipos de respuesta inmune: innata, como son las barreras físicas, las células asesinas naturales 
(NK-natural killer), o los macrófagos, entre otros, los cuales nos defienden en forma general, sin dirigirse 
a antígenos específicos previamente reconocidos; y adquirida o adaptativa, con respuestas a antígenos 
específicos y previamente reconocidos empleando dos tipos de estrategias, una mediada por células 
(linfocitos B y T) y otra con la producción de anticuerpos (Cañas, 2011). 
 

Los factores huésped-específicos han sido implicados en la contribución a las 

anormalidades de la inmunidad innata y adaptativa. En la diabetes se han observado 

anomalías de la inmunidad innata mediada por leucocitos, macrófagos, células 

asesinas naturales, y las células dendríticas (Robertson y Polk, 1974; Repine y col, 

1980; Geerlings y Hoepelman, 1999). Se ha visto que la diabetes también deteriora la 

inmunidad adaptativa vía inmunidad celular (Mahmoud y col, 1976; Plouffe y col, 

1978) e inmunidad humoral (Geerlings y Hoepelman, 1999). Estos trastornos de la 

inmunidad mediada por células en la diabetes se reflejan en una reducción de la 

adhesión de leucocitos, la quimiotaxis y la fagocitosis, estallido oxidativo, alteración de 

las actividades bactericidas intracelulares, y disminución de la producción de moléculas 

antimicrobianas extracelulares (Geerlings y Hoepelman, 1999; Summers y col, 2006; 

Andreasen y col, 2010). Otro factor de común aparición en estos pacientes es la 

elevación de la proteína C reactiva (producida por el hígado) la cual promueve la 

inflamación de las células endoteliales, estimula la expresión del inhibidor 1 del 

activador de plasminogeno (PAI-1 del inglés) y de moléculas de adhesión vascular, así 

como aumenta la síntesis de “Monocyte chemoattractant protein-1” (MCP-1), todos 

factores que promueven la inflamación endotelial. Estos mecanismos aumentan el 

riesgo para el desarrollo de diabetes y sus complicaciones debido a que la 

hiperglicemia sostenida genera aún más daños en estos tejidos inflamados (Sjoholm y 

Nystrom, 2005).  
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Esta afectación general del sistema inmunológico también resulta en un 

aumento de los perfiles de expresión de citoquinas proinflamatorias. Las citoquinas 

son moléculas de bajo peso molecular secretadas en respuesta a un estímulo inmune. 

Su secreción es un acontecimiento breve y autolimitado, presentándose en altos 

niveles ante ciertas agresiones. Estas proteínas inician cascadas de señalización 

intracelulares con dos objetivos, inducir la activación de genes en respuesta a 

agresiones y propagar la señal del estímulo a otras células. Lo hacen uniéndose a 

receptores de membrana que desencadenarán la señalización interna (Abbas y 

Lichtman, 2003). La síntesis de citoquinas, como el factor de necrosis tumoral (TNF) y 

la interleuquina (IL)-6, también puede ser estimulada por el aumento de glucosa y de 

ácidos grasos circulantes, en distintos tejidos como el adiposo, hígado y músculo 

(Dandona y col., 2004; Gregor y Hotamisligil, 2011). La glucosa, los ácidos grasos y los 

metabolitos resultantes de su oxidación incompleta pueden inducir directamente, 

tanto la expresión de genes de respuesta como la síntesis de citoquinas 

proinflamatorias (Dandona y col., 2004). La respuesta por citoquinas es de carácter 

transitorio en caso de que el estímulo agresor sea resuelto.  

 

En el caso de la desregulación inmunológica característica de la diabetes, la 

inflamación crónica, el estímulo no cede ya que la hiperglicemia sin controlar es 

sostenida y la respuesta por citoquinas se hace crónica (Hotamisligil, 2006). 
 

1.2.2 Inflamación en Diabetes tipo 2 

  

La inflamación en una respuesta local protectora llevada a cabo por el sistema 

inmune en los tejidos dañados. A nivel microscópico esta respuesta deriva en 

vasodilatación, acumulación de leucocitos, aumento de la permeabilidad y aumento de 

la circulación de moléculas características de esta respuesta como la proteína C 

reactiva (Cone, 2001).  
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La inflamación aguda es de instalación inmediata y de corta duración, mientras 

que la inflamación crónica es de duración prolongada y está relacionada con la 

respuesta dada por los linfocitos y los macrófagos, por la proliferación de vasos 

sanguíneos y la disfunción del endotelio, así como por la fibrosis y la destrucción tisular 

(González-Chávez y col., 2011). La inflamación crónica es una característica de la 

diabetes (Hotamisligil, 2006) ya que existe un elevado nivel de marcadores 

inflamatorios circulantes, tales como: proteína C reactiva, IL-6, TNF-α y fibrinógeno 

(Maedler y col., 2002; Cho y col., 2011).  

 

En el trabajo realizado por Pham y colaboradores (2011) observaron mayores 

concentraciones de citoquinas en sangre periférica en pacientes con DT2, mientras que 

los niveles de pacientes con LADA y la diabetes tipo 1 fueron similares. A su vez, los 

pacientes con diabetes tipo 2 mostraron una elevación de las concentraciones de 

citoquinas a nivel sistémico de forma independiente al valor de índice índice de masa 

corporal (IMC). 

 

La inflamación en la diabetes tiene distintos orígenes. En el tejido adiposo es 

promovida por la secreción de citoquinas cuando la diabetes es acompañada por 

obesidad. El tejido adiposo tiene la función de almacenar eficientemente la energía, 

pero también funciona como un órgano endócrino, ya que de él se liberan distintas 

quimoquinas y citoquinas bio-activas, tales como TNF-α, IL-6, IL1, entre otras, lo que se 

observa exacerbado cuando este tejido además esta infiltrado por macrófagos (Berg y 

col., 2005; Hotamisligil, 2006; Shoelson y col., 2006). El tejido adiposo de individuos 

obesos tiene un contexto inflamatorio y altas cantidades de IL-6, IL-1y TGF, 

macrófagos, células T citotóxicas y Th1, mientras que los niveles de células Treg han 

disminuido (Wellen y Hotamisligil, 2005).El aumento en la secreción de citoquinas 

proinflamatorias provoca un círculo vicioso en la obesidad, ya que en la medida que 

comienza a aumentar su concentración en la circulación, se produce la disfunción del 

tejido adiposo, se reduce la sensibilidad a la insulina del adipocito y con ello aumenta 

aún más la secreción de estas moléculas de señal inflamatoria (Dandona y col., 2004; 

Gregor y Hotamisligil 2011).  
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Estudios en ratones han mostrado que los ratones delgados tienen una mayor 

cantidad de Tregs, las cuales desaparecen en ratones obesos (Feuerer y col., 2009). 

Esto podría deberse a la infiltración de células Th1 en ratones obesos, lo cual 

disminuye las Tregs y favorece la infiltración por células T citotóxicas y macrófagos 

(Winer y col., 2009). Las células T citotóxicas infiltradas en el tejido adiposo favorecen 

un contexto infamatorio y el reclutamiento de macrófagos (Nishimura y col., 2009). 

Curiosamente, la inflamación inicial podría ser causada por los mastocitos, células del 

tejido conjuntivo que median procesos de inflamación y alergias, ya que la inhibición 

de la activación de éstos redujo el incremento de peso y la resistencia a la insulina en 

ratones (Liu y col., 2009). Estos estudios plantean la posibilidad que la DT2 tenga 

causas relacionadas con el sistema inmune en la constante inflamación del tejido 

adiposo. Es por esto que muchos de los trabajos se han enfocado al estudio de genes 

inmunológicos y de control de la inflamación en forma tejido específica, y 

particularmente en tejido adiposo. En revisiones como las realizadas por Ronn y 

colaboradores (2007) se constata que en la mayoría de los artículos citados son 

realizados para analizar genes inmunológicos en tejido adiposo o en islotes 

pancreáticos principalmente. Otros trabajos, como el de Liu y colaboradores (2008) 

refieren a proteínas de regulación de la inflamación asociados a complicaciones como 

la retinopatía donde también el enfoque es tejido específico. Sin embargo la 

inflamación crónica descripta para DT2 se observa también a nivel del endotelio y 

tejido conjuntivo (González Chávez, 2006).  

 

Si las condiciones a las que son sometidas las células endoteliales se modifican, 

por hiperlipidemia, estrés oxidativo, hipertensión, hiperglicemia o tóxicos ambientales, 

estas células variarán su fenotipo hacia un estado proinflamatorio. Esto implica una 

menor disponibilidad local de óxido nítrico (NO), mayor síntesis de moléculas de 

adhesión que atraerán leucocitos y plaquetas, incremento de permeabilidad y síntesis 

de citoquinas, que favorecerán la proliferación y migración de células musculares lisas 

y fibroblastos. Este conjunto de cambios reciben el nombre de disfunción endotelial 

(Dalli Peydró, 2005).  
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El estrés oxidativo modifica directamente el fenotipo en las células endoteliales 

incrementando la expresión génica de citoquinas proinflamatorias y moléculas de 

adhesión, introduciendo el concepto etiopatogénico de inflamación crónica de bajo 

grado, la cual también contribuye al mecanismo patogénico de resistencia a la insulina 

y aparición de la DT2 (Hu y Stampfer, 2003). La edad, marcadores inflamatorios de alta 

sensibilidad (proteína C-reactiva, TNF, IL-6), adiponectina, y ferritina también se han 

demostrado predictores del riesgo futuro para la diabetes (Knowler y col., 2002). 

 

Tanto la hiperglicemia como la inflamación constituyen factores de riesgo para 

el desarrollo de complicaciones de la diabetes, tales como enfermedad cardiovascular 

y nefropatía (Kaiser y col., 2003; Kim y col., 2008). En el síndrome metabólico incluso 

se ha propuesto tener en cuenta, como parte de su definición, los valores séricos de 

marcadores inflamatorios como la proteína C reactiva, la interleucina-6 (IL-6) y al 

factor de necrosis tumoral alfa (TNFα), entre otros (Devaraj y col., 2003; Soto González 

y col., 2006).  

 

 

1.2.3 Marcador molecular de sistema inmune: Socs1 

 

La familia SOCS comprende 7 miembros de proteínas intracelulares inducibles 

por citoquinas (CIS; SOCS1 a SOCS7), cada una tiene un dominio N-terminal variable, 

un dominio central SH2, y uno conservado C terminal llamado caja SOCS (Figura 4).  

 

Las proteínas SOCS1 y SOCS3 están implicadas en la etiología de resistencia a la 

insulina, la obesidad y el síndrome metabólico (Emanuelli y col., 2001; Emanuelli y col., 

2004). Todos los miembros de la familia pero particularmente SOCS1 y SOCS3 

controlan la magnitud y la duración de las señales que utilizan la vía JAK/STAT por 

diversos mecanismos que incluyen la inhibición directa de la señal JAK, la unión a STAT, 

y el marcaje de proteínas del complejo receptor para su degradación en el proteosoma 

(Wormald y col., 2006; O'Sullivan y col., 2007; Yoshimura y col., 2007).  
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Figura 4: Estructura del supresor de la señalización de citoquinas 1 (SOCS1). La caja SOCS se conserva en 
todos los miembros de la familia pero solo los miembros CIS, SOCS1 y SOCS3, poseen el dominio SH2 
inducible. La función de la caja SOCS es el reclutamiento del sistema ubiquitina-transferasa. (Yoshimura 
y col., 2007) 

La expresión del gen Socs1 es inducida por los factores de transcripción STAT6 y 

STAT1, cuando se unen moléculas como interferones e interleuquinas a los receptores 

de citoquinas. La unión de citoquinas a sus receptores transmembrana activa la vía de 

señalización JAK-STAT por la cual se fosforilan los factores STAT para entrar al nucleo a 

inducir la expresión de SOCS. Cuando existen proteínas SOCS intracelulares, estas se 

unen al dominio de fosforilación impidiendo la activación de la vía JAK-STAT. La 

mayoría de estas proteínas SOCS son inducidas por citoquinas de tal forma que sirven 

como loops de autoinhibición, o feedback negativo (Yoshimura y col., 2007). Al unirse 

la citoquina a su receptor en la membrana celular se activa una cascada de 

fosforilación intracelular en la vía JAK-STAT que promueve la expresión de genes 

inflamatorios y de SOCS. Una vez que las proteínas SOCS estén en el citoplasma 

inhibirán la cascada de fosforilación que señalice las citoquinas que lleguen 

posteriormente a los receptores, por lo que se inhibe su señal (Figura 5). 

 

 
Figura 5: Mecanismo molecular mediante el cual la proteínas SOCS1 y SOCS3 regulan la señal de 
citoquinas (Trengove  y Ward, 2013). 
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Las proteínas SOCS se inducen rápidamente en muchos tipos de células en 

respuesta a las citoquinas (IFN, IL-1, IL-6) o factores de crecimiento (factor 

neurotrófico ciliar, factor inhibidor de leucemia, factor de crecimiento de fibroblastos), 

y sus efectos son transitorios debido a su corta vida media (Egwuagu y col., 2002; 

Samardzija y col., 2006). En general, el nivel de expresión de los genes Socs en las 

células es bajo, pero es altamente inducible, a menudo de una manera transitoria, por 

la estimulación con citoquinas tanto in vitro como in vivo (Larsen y Ropke, 2002). Sin 

embargo, la expresión de Socs en forma constitutiva se produce en los tejidos donde la 

estimulación es constante, ya sea por inflamación crónica o estrés celular, lo que lleva 

a un silenciamiento de las vías celulares esenciales y la predisposición al desarrollo de 

la enfermedad órgano especifica (Liu y col., 2008).  

 

En el trabajo de Liu y colaboradores (2008) se establece una correlación entre 

la regulación positiva de SOCS1 y SOCS3 en la retina, como otro de los tejidos que 

sufren mayor daño por la hiperglicemia, para varios modelos animales y celulares, 

donde se observa que estas proteínas estimulan el metabolismo de la glucosa 

mitigando la inflamación. Para la proteína SOCS1 en particular, se ha demostrado su 

capacidad de suprimir totalmente la señalización de IFN-γ en la célula β (Cottet y col., 

2001; Flodstrom-Tullberg y col., 2003).  

 

1.2.4 Marcador molecular de sistema inmune: HLA-DQB1*  

 

La identidad de las variantes de ADN principalmente responsables de DT1 han 

sido establecidas en un superlocus que consiste en una combinación de polimorfismos 

de nucleótido único (SNP) en el exón 2 del antígeno leucocitario humano (HLA) clase II 

DQB1 y DRB1 (Cucca y Todd, 1996). La susceptibilidad está dominada, en poblaciones 

europeas o derivadas, por dos loci haplotipos DRB1*0301 (DR3)-DQB1* 0201 y DRB1 * 

04 (DR4) -DQB1* 0302. En otras poblaciones, como afro-caribeños, aparecen otros 

haplotipos como DR7, donde el riesgo para DT1 se define mejor como una 

combinación de los tres haplotipos, éste y los dos citados anteriormente (Todd y col., 

1987).  
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Está descripta la presencia de alelos de riesgo HLA-DQB1* 0201 y 0302 en 

pacientes con DT2 en mayores porcentajes que en controles así como disminuida la 

presencia de alelos protectores como el 0602 en DT2 respecto de controles. Se 

observa también la detección de autoanticuerpos contra GAD y alta insulino-

resistencia en estos pacientes (Tuomi y col., 1999). Más del 5-10% de los pacientes con 

diagnóstico de DT2 tiene marcadores de autoinmunidad contra células β y la presencia 

de alelos de riesgo HLA-DQB1 correlaciona fuertemente con la deficiencia de insulina 

(Maiolo y col., 2010). Los genotipos HLA-DQB1 de mayor riesgo se observan en 19.6 vs. 

14.0% en LADA y DT2 respectivamente (Andersen y col., 2010).  

 

Si bien los porcentajes de pacientes diabéticos tipo 2 que presentan estas 

variantes génicas, así como anticuerpos anti células β, es bajo es importante cubrir 

este aspecto en el análisis de cualquier otro componente del sistema inmune. 

 

1.3 GENÉTICA Y EPIGENÉTICA DE LA DT2 
1.3.1 Genética de la DT2 

 

Además de la influencia medioambiental ya citada para la DT2, ésta presenta 

etiopatogenia también de carácter genético. Dado que la prevalencia de DT2 es mayor 

en ciertas poblaciones como se evidencia en estudios individuales y familiares, los 

factores genéticos juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad 

(Elbein, 2002). A partir de los análisis por agregación familiar sabemos que el riesgo de 

desarrollar DT2 es aproximadamente 4.3 veces mayor en la descendencia de las 

personas con DT2 que en la descendencia de individuos sin antecedentes familiares de 

diabetes. Incluso el riesgo de desarrollarla muestra diferentes relaciones entre los hijos 

de un solo parental diabético (40%) y de dos padres diabéticos (70%) (Groop y Tuomi, 

1997; Barroso, 2005).  
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Hoy en día se han realizado estudios de ligamiento, de genes candidatos, y 

estudios de asociación de genoma completo (“genome-wide association Study”, 

GWAS) para varias poblaciones (Ahlqvist y col., 2011) con el fin de identificar loci 

genéticos asociados con la DT2 pero en todos los casos se arriba a la conclusión de que 

muchos genes hacen pequeñas contribuciones y no existen marcadores genéticos de 

alta determinación. 

 

En relación al gen Socs1, mencionado anteriormente, existen polimorfismos 

descriptos en humanos en la región promotora del gen Socs1, como los rs33977706 (-

20 G>T) y rs243330 (-1456 G>A), que han mostrado asociación con una mejor 

sensibilidad a la insulina (Gylvin y col., 2009). A su vez, para el SNP rs33977706, se ha 

descripto su influencia en la actividad transcripcional del gen (Harada y col., 2007). En 

este contexto también se ha demostrado que la supresión de Socs1 a partir de células 

mieloides y linfoides crea aumentos en la inflamación (en ratones diabéticos) (Chong y 

col., 2005), apoyando la hipótesis que la inflamación sostenida puede conducir a la 

resistencia a la insulina (Sachithanandan y col., 2011). 

 

1.3.2 Epigenética 

 

La expresión preferencial de genes es heredable, en parte, gracias a diversos 

mecanismos epigenéticos y de microARN, permitiendo que la identidad de la célula sea 

mantenida sin necesidad de factores externos. Los genes de las citoquinas INF, IL-4 e 

IL-17 tienen marcas epigenéticas permisivas y represivas. Como un ejemplo, los genes 

que codifican para las citoquinas INF e IL-4 muestran desmetilación CpG, asociada con 

expresión génica (O`Shea y Paul, 2010). En el genoma humano, las citosinas metiladas 

se encuentran en dinucleótidos CpG cuya naturaleza palindrómica permite el 

mantenimiento de los patrones de metilación por metiltransferasas de ADN después 

de la replicación de éste. Las regiones de ADN con un contenido relativamente alto de 

dinucleótidos CpG se conocen como islas CpG. Estas Islas CpG se distribuyen de una 

manera no aleatoria en todo el genoma humano y a menudo abarcan la región del 

promotor y el primer exón de los genes (Zuo y col., 2009).  
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 La metilación del ADN cada vez se está estudiando más en enfermedades 

complejas humanas, más allá del cáncer y los trastornos específicos de la impronta. La 

metilación de citosinas permite la codificación de la información epigenética 

directamente sobre el ADN.  

 

Para el gen Socs1 específicamente contamos con estudios en los que se 

investiga la metilación del gen como determinante para su expresión en otras 

patologías como por ejemplo en el trabajo de Komazaki y colaboradores (2004), donde 

se documenta una reducción de la expresión SOCS1 en los cánceres pancreáticos 

humanos primarios, a menudo acompañada por hipermetilación de la región 

promotora del gen; o la influencia en el mieloma múltiple de la regulación de la 

metilación de Socs1 en su región promotora (Benetatos, 2013).  

 

1.4 JUSTIFICACIÓN 
 

 La existencia de varios estudios acerca de las proteínas SOCS asociadas a la 

sensibilidad a la insulina, en distintos tejidos y modelos animales, así como en 

humanos, atrajo nuestro interés para el estudio del gen Socs1 como el más 

ampliamente asociado a la sensibilidad a la insulina endógena. Existen polimorfismos 

descriptos en humanos en la región promotora del gen Socs1, como los rs33977706 (-

820 G>T) y rs243330 (-1456 G>A), que han mostrado asociación con una mejor 

sensibilidad a la insulina (Sachithanandan y col., 2011). A su vez, para el SNP 

rs33977706, se ha descripto su influencia en la actividad transcripcional del gen 

(Harada y col., 2007; Gylvin y col., 2009). En este contexto también han demostrado 

que la supresión de Socs1 a partir de células mieloides y linfoides crea aumentos en la 

inflamación (en ratones) (Chong y col., 2005), perdiéndose la función de atenuación de 

la inflamación. Este mecanismo podría ser la explicación de la asociación entre el 

aumento de expresión de Socs1 y la mejora en la sensibilidad a la insulina 

(Sachithanandan y col., 2011). La proteína SOCS1 mostró proteger las células β in vitro 

en un estudio realizado en ratones NOD (Verdaguer y col., 1997), por lo que es 

sugestivo plantear la hipótesis de un efecto protector de la expresión de Socs1 contra 

el desarrollo de la diabetes in vivo (Ronn y col., 2007).  
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La función biológica de SOCS1 es la atenuación de señales proinflamatorias. 

Estudios acerca de estos posibles mecanismos aportarían conceptos importantes en 

relación al desarrollo de la patología y su patogenia. La perpetuación de la respuesta 

inflamatoria es también dañina para los distintos sistemas cuando no cesa el estímulo 

agresor, en este caso la hiperglicemia sostenida. La asociación entre el aumento de la 

sensibilidad a la insulina y la expresión de genes Socs podrían deberse entonces a un 

mejor manejo del estado proinflamatorio y por ende un ambiente más favorable para 

la acción correcta de la insulina.  

 

A esto se le suma que el fármaco más ampliamente utilizado para controlar la 

DT2 es la Metformina y tiene como objetivo principal acrecentar la sensibilidad a la 

insulina propia del individuo. La variabilidad de respuesta observada para la 

Metformina podría explicarse por las características propias del sistema inmune de 

cada individuo que podrían generar variabilidad en el manejo del estado inflamatorio 

asociado a la DT2. 

 

Hoy por hoy no existen predictores de respuesta para la Metformina, sino que 

esta se evalúa a posteriori. La existencia de predictores genéticos/epigenéticos de 

respuesta confiables sería muy útil para mejorar el control del desajuste optando por 

otras conductas terapéuticas en caso de conocer que un paciente no tendrá buena 

respuesta a este tratamiento. 
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 2-HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
2.1 Hipótesis 
2.2 Objetivo general 
2.3 Objetivos específicos 
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2.1 Hipótesis 

 

El aumento de la metilación del promotor, asociado a una menor expresión del 

gen Socs1, provoca un mal manejo del estado de inflamación crónica que impide la 

correcta acción del antihiperglicemiante Metformina.  
  

2.2 Objetivo general  

 

 Explorar la metilación y la expresión del gen Socs1 en sangre periférica en 

relación a  la respuesta a la droga Metformina en pacientes diabéticos tipo 2. 

 

2.3 Objetivos específicos 

 

• Clasificar a los pacientes con diagnóstico de diabetes tipo 2 en dos 

subpoblaciones, “Respondedores” y “No respondedores” a la Metformina en 

base a la variación en los valores de HbA1c. 
 

• Analizar estado de metilación de islas CpG dentro del promotor del gen Socs1 

en población leucocitaria de pacientes diabéticos tipo 2 contrastando ambas 

subpoblaciones de respuesta. 

 

• Analizar niveles de expresión para el gen Socs1 entre los pacientes que 

presenten las diferencias más marcadas en la cantidad de citosinas metiladas 

en el promotor, “Respondedores” con respecto a “No respondedores” a la 

droga.  
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3-MATERIAL Y MÉTODO  
3.1 Diseño clínico-metodológico 
3.2 Análisis de ARN y ADN 
3.3 Análisis estadístico 



Análisis de metilación y expresión génica del gen Socs1 y su relación con el tratamiento de primera elección en la      
Diabetes tipo 2elección en la  

Página - 33 - 

3.1 DISEÑO CLÍNICO-METODOLÓGICO 
3.1.1 Diseño de la población 

 

Todos los pacientes que participaron se atendieron en la policlínica de 3er. nivel 

de atención de Diabetes (UDA) del Hospital Pasteur, Montevideo, Uruguay. Cada 

individuo fue informado del estudio y firmó el consentimiento informado el cual fue 

previamente aprobado por el Comité de Bioética del Instituto de Investigaciones 

Biológicas Clemente Estable (IIBCE) y del Hospital Pasteur. 

 

Al momento del estudio en dicha policlínica existía aproximadamente una 

población de 265 pacientes diabéticos protocolizados de los cuales se seleccionaron 

aquellos pacientes que estuvieran vírgenes de tratamiento. En base a dicha población 

se calculó el N necesario para contrastar dos poblaciones de respuesta a la droga. Se 

estableció un mínimo de 35 pacientes requeridos con un 5% de precisión y un intervalo 

de confianza de 95% (Software utilizado: Epidat 3.1).  

 

Finalmente se analizaron 40 pacientes con diagnóstico de DT2 (ALAD, 2010) en 

un diseño de tipo transversal descriptivo que, luego de cumplidas las etapas de 

adecuación al plan nutricional y recomendaciones de actividad física de acuerdo a las 

pautas internacionales, se inició el tratamiento con antihiperglicemiante Metformina 

como única droga. En conjunto con médicos diabetólogos e internistas de la policlínica 

citada se consideraron los siguientes criterios de inclusión y exclusión de manera de 

conformar dos subpoblaciones, de 20 pacientes cada una, comparables para la 

respuesta al fármaco en estudio: 

 

Criterios de inclusión 

Diagnóstico de DT2 (según criterio ALAD, 2010). 

Ajuste correcto a dieta, control y ejercicio físico indicados. 

Indicación de Metformina como única droga. 
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Criterios de exclusión 
Recibir otros antihiperglicemiantes. 

Presencia de procesos tumorales. 

Presencia de enfermedades autoinmunes. 

 

3.1.2 Marcador para el seguimiento del control metabólico 

 

 Se determinó como marcador paraclínico más adecuado para el seguimiento de 

los pacientes los niveles de hemoglobina glicosilada (HbA1c) ya que la misma refleja la 

glicemia media que precede a las 8-12 semanas de la toma de la muestra y es a su vez 

utilizada para estimar los niveles de glicemia crónica con un valor de 6.5% como punto 

de “cut off” diagnóstico para la diabetes (Sacks, 2005; ADA, 2011). Se tomaron valores 

de HbA1c antes del inicio del tratamiento y un segundo valor luego de 3 meses. Se 

consideró como buena respuesta al tratamiento el descenso de al menos 1% en la 

HbA1c en base al artículo de revisión de Bolen y colaboradores (2007) y al estudio 

sistematizado de Schernthaner y colaboradores (2010). 

 

3.2 ANÁLISIS DE ARN Y ADN 
3.2.1 Extracción de ADN 

 

 Se realizó extracción de ADN a partir de sangre periférica en tubo con EDTA 

utilizando el método Fenol-Cloroformo (anexo 1.1). Se verificó la integridad del ADN 

extraído mediante una electroforesis en gel de agarosa 1% teñido con GoodView ™ 

(Beijing SBS Genetech Co., Ltd) como agente intercalante. La corrida se realizó en 

buffer TBE1X a 150 mV durante 1 hora. Para la visualización de las bandas se utilizó 

Transiluminador UV. La concentración y calidad de ADN fue medida con el 

espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). El ADN extraído se utilizó para 

la técnica de “Alelic Specific Oligonucleotide” (ASO) reverso en el análisis de HLA y para 

el protocolo de análisis de metilación.  
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3.2.2 Análisis de alelos HLA 

  

 Con el ADN extraído y testeado se procedió a la amplificación (multiplex) de los 

exones 2 y 3 de locus DQB1* del HLA utilizando el kit INNO-LiPA HLA-DQB1 Update 

(Innogenetics) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente se realizó la 

hibridización sobre sondas inmovilizadas en una membrana mediante la técnica de 

ASO reverso y detección por Avidina-Estreptavidina. Los resultados obtenidos se 

leyeron utilizando el software Liras TM (Line Reader and Analysis Software) de INNO-

Lipa HLA. Innogenetics, Ltda.Belgica 

 

3.2.3 Análisis de metilación del promotor del gen Socs1 

3.2.3.1 Selección y diseño de secuencia  

 

A partir de la secuencia del gen Socs1 en humanos (GenBank: DQ086801.1) se 

identificó, con el programa Artemis©, una secuencia de 2000 pb previa al sitio de 

inicio de la transcripción.  

 

Esta secuencia de 2000 pb seleccionada abarca todos los sitios de unión 

conocidos para factores de transcripción siendo una secuencia de función regulatoria. 

En la figura 6 se esquematiza la estructura del promotor del gen Socs1 en 

queratinocitos humanos con los sitios de unión a factores de transcripción. 

 

 
Figura 6: Estructura del promotor del gen Socs1 en queratinocitos humanos donde se señalan 
los sitios de unión a los distintos factores de transcripción (Madonna y col., 2010). 
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Con la secuencia de 2000 pb perteneciente al promotor (upstream al 

nucleótido +1) se aisló una secuencia de 498 pb con alto contenido en GC utilizando el 

programa EMBOSS CpGplot (figura 7). 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 7: Secuencia (5´-3´) con alto contenido GC resultado del análisis de 2000pb previos al nucleótido 
+1 con el programa EMBOSS CpGplot. 
 

Esta secuencia fue analizada con el programa MethPrimer para identificar y 

diseñar la región con mayor cantidad de sitios plausibles de metilación. Los criterios 

del programa para la predicción de islas CpG fueron: tamaño de la isla > a 100, 

porcentaje GC >50, Obs/Esp > 0.6. En nuestra secuencia se identificó una sola isla CpG 

de 378 pb (66-443) que cumplía con los criterios señalados.  

 

Para la realización de Bisulfite-Sequencing PCR (BSP) se diseñaron los primers 

con el mismo programa de forma de amplificar esta región independientemente de su 

estado de metilación (figura 8).  

 
 
Figura 8: Predicción de islas CpG y primers resultado del programa MethPrimer junto a los primers 
sugeridos para amplificar la secuencia tratada con Bisulfito de Sodio. 
 

TAGGGGGATCTGGCTGCAGGGGAGGAGAGGACAGGGCTCTGCCCCCGGCGGGTGTGGA
GACAGCTGGGGCGGAGGAGGGTGTGTCAGGGCGCGTCCCAAGAGGGCCTGGCGGCAGA
AAGTGGAACCCGAGGTAGCGGGGCAAAATCGGGGTCGCCAAGTCCGAAGGAGGGGTCC
GAGAAGTGGCCGGAAGGCGCAGGGTCGGGGCCAGAGCCCCTCGAGAGGCGGGTGCTG
GGGCAGGTGCGAACAGGCGGGCAGAGGGCCCCGCGGGAGGGTCCAGAAGAGAGGGAA
ACAGGGCCGAAGCGGTCCTCGCCGGACGCCACCGCGGAAAGAGAAACCAAAAGTGGAG
CTGGGGGCGGGGCCGGCAGGGGGCGGGGCCTCCCGCCGTCGCCAGCCCCGCCTCCGAG
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Los primers seleccionados para amplificar esta región convertida con bisulfito 

fueron: 

• Forward: Secuencia 5´AGGAGAGGATAGGGTTTTGTTTT3´ 

• Reverse: Secuencia 5´ACCCTATTTCCCTCTCTTCTAAAC3´ 

 

El tamaño del producto amplificado fue de 273 pb, Tm de 80.8ºC y 21 CpGs en el 

producto.  

 

3.2.3.2 Conversión con Bisulfito de Sodio 

 

Se le realizó el tratamiento con Bisulfito de Sodio (NaHSO3) al ADN extraído. 

Este tratamiento convierte las citosinas no metiladas en uracilo, mientras que las 

citosinas metiladas quedan incambiadas por lo que se observa un cambio en la 

secuencia original respecto de la metilación (Zuo y col., 2009).  

 

Luego en la reacción de PCR este uracilo será suplantado por timina, nucleótido 

disponible en la reacción, por lo que tendremos un par de bases AT donde antes había 

un par de bases GC sin metilar (Figura 9). Este protocolo fue cedido por la Dra. Capetta 

(anexo 1.2). 

 
Figura 9: Principio químico de la conversión con Bisulfito de Sodio (Clark y col., 1994).  
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Se utilizó como control de la reacción de conversión con Bisulfito de Sodio el 

ADN no tratado con bisulfito de sodio como molde en la PCR para cada muestra. En 

estos controles se espera que no haya amplificación debido a que los primers 

diseñados con el programa MethPrimer hibridizan en regiones donde no hay CpG pero 

si existen citosinas (Cs). Las Cs que no se encuentras en CpG no mantienen la 

metilación y por tanto serán convertidas a uracilo en el tratamiento con Bisulfito de 

Sodio y a timina en la PCR. Estos primers ya asumen estos cambios en la secuencia 

blanco. Debido a que se realizó un análisis relativo a 2 estados de respuesta a un 

fármaco y no un análisis muestra a muestra no se realizó clonación y envío 

representativo de colonias.  

 

3.2.3.3 Amplificación y análisis de curvas de melting 

 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25μL conteniendo: 

12.5 µl SensiMixTM Kit (Bioline®), 1µl de cada primers [10pmol], 1 µl de SYTO® 9 Green-

Fluorescent Nucleic Acid Stains, 100 ng de ADN y c/n H2O DEPC. Se utilizó un 

termociclador Real Time de modelo RotorGene 6000 marca Corbett con el siguiente 

programa: una desnaturalización inicial de 10 minutos a 95º C y luego 40 ciclos de 20 

segundos a 95 ºC, 20 segundos a 57ºC, 20 segundos a 72 ºC, y un “hold” final de 1 

minuto a 60 ºC. Luego de la amplificación se agregó al protocolo de ciclado una rampa 

de temperatura que va desde 65 a 95 ºC con la adquisición de fluorescencia en el canal 

Green (emite a 470nm y detecta a 510nm).  

 

 Cada muestra se realizó por duplicado para cada gen. A su vez se utilizó un 

control de reproducibilidad en el que se realizaron todos los pasos de la técnica a la 

misma muestra de ADN y se incluyó en todas las reacciones de PCR y posterior análisis 

de curvas de melting. 

 

 Ya realizada la conversión con bisulfito de sodio las variaciones de secuencia 

fueron reveladas por el análisis de las curvas de melting. A seguir, a mayor metilación 

se mantendrán mayor cantidad de pares GC intactos y ese fragmento tendrá mayor Tm 

(Figura 10). 
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Figura 10: Análisis de los patrones de metilación con el metodo conversión con Bisulfito de Sodio y 
análisis de curvas de melting (Worm y col., 2001).  
 

 El producto de PCR derivado de un molde metilado tendrá una temperatura de 

fusión más alta que a partir de un molde no metilado y las diferencias pueden 

resolverse por análisis de curvas de fusión. Para confirmar la identidad de los 

productos amplificados, los mismo fueron enviados a secuenciar (Macrogen Inc.).  

 

3.2.4 Cuantificación relativa de la expresión del gen Socs1 

3.2.4.1 Extracción de ARN y RT-PCR 

 

 Se extrajo el ARN total con el método TRIzol® Reagent (Invitrogen), siguiendo 

las instrucciones del fabricante, a partir de sangre periférica en tubo con EDTA. Las 

extracciones de ARN se realizaron el mismo día en que se extrajo la sangre de los 

pacientes. El ARN fue medido en NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) y se corrió en gel 

de agarosa al 1% teñido con GoodView ™ (Beijing SBS Genetech Co., Ltd) en buffer TBE 1X 

para evaluar su integridad. Se midió la concentración y calidad del ARN con el 

espectrofotómetro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Todas las muestras fueron 

llevadas a 0.5µg/µl de concentración final.  La reacción de síntesis de cDNA se realizó 

con enzima y buffer SuperScript®II (Invitrogen™) siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  
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Se partió en todos los casos de 4µg de ARN y se siguieron las instrucciones del 

fabricante tanto para preparar reactivos como para el protocolo de temperaturas. Se 

utilizó agua DEPC para todos los propósitos.  

 

En todos los pasos siguientes a la extracción de ARN (RT y PCR) se utilizó como 

control negativo el blanco (sin agregado de sangre) realizado en la extracción de ARN. 

 

3.2.4.2 Diseño de cuantificación relativa utilizando el gen Abl como 
referencia 
 

 Se diseñó el set de primers para Socs1 utilizando el servicio online 

brindado por la marca IDT (http://www.idtdna.com/site) (Figura 11). La secuencia 

ingresada en el programa fue la correspondiente al transcripto maduro de Socs1 

Humano (código de acceso: NM_003745). De los dos set de primers recomendados por 

el programa se seleccionó el set 1 que incluye las secuencia forward: 

5`GAGAACCTGGCTCGCATC 3` y la secuencia reverse: 5`CAAAATAACACGGCATCCCAG 3`. 

Como se observa en la figura 11 los primers utilizados hibridizan en exones diferentes 

lo que asegura la amplificación de ADN copia exclusivamente y no ADN genómico. 

 
 
Figura 11: Recomendaciones para el diseño de la cuantificación de la expresión del gen Socs1 por el 
programa online Q-PCR, IDT. En el diagrama que se encuentra en la parte superior de la figura se 
observa los sitios donde hibridizan los primers recomendados respecto a los exones del gen. 

http://www.idtdna.com/site
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Para el gen de referencia se utilizó el protocolo descripto en el trabajo de 

Beillard y colaboradores (2003) (figura 12) donde se ponen a prueba varios genes de 

referencia para la metodología de cuantificación relativa por real time PCR. Los primers 

utilizados hibridizan en los exones 2 y 3 lo que asegura la amplificación de ADN copia 

exclusivamente y no ADN genómico. 

 

• ENF1003 (Forward): 5´TTGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT 3´  

• ENR1063 (Reverse): 5´GATGTAGTTGCTTGGGACCCA 3´  

 
Figura 12: Diseño del sistema de amplificación del gen ABL (Beillard y col., 2003). 

 

En ambos casos (gen de interés y de referencia) los %GC fueron mayores a 50 y 

el par de cebadores abarcan, al menos parte, de más de un exón para evitar la 

amplificación de ADN genómico. Ambos amplicones son de 124pb.  

 

 Se utilizó el kit SensiFAST™ SYBR (Bioline®) según las indicaciones del fabricante 

con un protocolo de 40 ciclos, una temperatura de annealing de 57ºCy una rampa de 

melting de 65 a 95ºC. Esta técnica utiliza colorante SYBR Green, fluorescencia que se 

une, de forma inespecífica, en el surco menor del ADN doble cadena (Morrison y col., 

1998). 

 

 Para la realización de la curva estándar se tomó cDNA sintetizado a partir de 

una muestra de sangre de un individuo control (no diabético). Se realizaron 3 puntos 

con diluciones de 1/10, 1/100 y 1/1000 para ambos genes. A esta muestra se le realizó 

extracción de ARN y RT PCR simultáneamente a las muestras problema. Las muestras 

problema se utilizaron en diluciones de 1/50.  
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Los niveles de expresión relativa del gen de interés se calcularon por el método 

comparativo de los ciclos umbral después de la normalización de la expresión respecto 

de la expresión del gen de referencia. El equipo Rotor Gene 6000 cuenta con el 

algoritmo basado en el método doble curva estándar (Livak y Schmittgen, 2001; 

Manual Rotor Gene 6000, © 2006 Corbett Research; Günthner y col., 2013).  

 

3.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 

 Para los análisis estadísticos y gráficos mostrados en la caracterización de la 

población, distribución de alelos HLA, además del análisis de metilación y 

cuantificación del gen se utilizó el paquete estadístico de uso libre G-Stat 2.0. Para el 

análisis del N necesario se utilizó el programa Epidat. 

  

En todos los casos de contraste de medias de variables cuantitativas se realizó 

en primera instancia el test de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad en muestras de 

N<50. Para los casos en que el test de normalidad dió positivo se realizó contraste de 

medias mediante el test paramétrico de t de Student. Para los casos que no 

presentaban distribución normal se realizó test no paramétrico de contraste de medias 

como el test de Mann-Whitney dado que es un test de comparación de muestras que 

ajusta a bajo N y no supone distribución normal. Para los análisis de variables 

categóricas se realizaron Chi cuadrado con corrección de Yates (para muestras 

pequeñas) por lo que los p valores son corregidos. En todos los casos se consideró un 

intervalo de confianza del 95% y un α= 0.05. Para las variables categóricas se realizaron 

test de chi cuadrado con tablas de contingencia de doble entrada. 
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4.3 MIP (PCR metilación independiente) y cuantificación 



Análisis de metilación y expresión génica del gen Socs1 y su relación con el tratamiento de primera elección en la      
Diabetes tipo 2elección en la  

Página - 44 - 

4.1 ANÁLISIS CLÍNICO Y PARACLÍNICO 
4.1.1 Características de la población 

 

Se analizaron un total de 40 pacientes diabéticos tipo 2 clasificados en 

“Respondedores” (9 mujeres/11 hombres) y “No respondedores” (15mujeres/5 

hombres) a Metformina de acuerdo a los criterios establecidos. Las características 

clínicas y paraclínicas se detallan en la tabla 3. Se procedió a realizar el test estadístico 

de Shapiro-Wilk W para muestras de N<50, para analizar la normalidad de las variables 

en estudio y por ende el tipo de análisis correcto a realizar (paramétrico o no 

paramétrico) (detalle en anexo 2). Se tomó como nivel de significancia p<0,05, α=5%. 

Para las variables que presentaron distribución normal se realizó el test de t de 

Student y en aquellas que se rechazó la hipótesis de distribución normal se aplicó el 

test de Mann-Whitney (tabla 3). Se graficaron aquellas variables que dieron diferencias 

significativas (figura 13 y 14). Se realizó a su vez la comparación de la relación de sexos 

en ambas muestras por el método de Chi cuadrado no observándose diferencias 

significativas para este cálculo. 

 

Tabla 3: Característica clínicas y paraclínicas para los grupos de “Respondedores” y “No 
respondedores”. Los valores se expresan en media ± desvió estándar. Test estadísticos aplicados: a) t 
de student, b) Mann-Whitney. Siglas: NS = no significativo, IMC = índice de masa corporal, PA = 
presión arterial. 

VARIABLE RESPONDEDORES NO RESPONDEDORES P VALOR 
EDAD DE 

DIAGNOSTICO(años) 
 53.25 ± 10.60 49.7 ± 12.07 NS(a) 

PESO MÁXIMO (kg) 101.25 ± 19.01 91.25 ± 17.28 NS(a) 

CINTURA (cm) 107.58 ± 16.12 108.39 ± 12.01    NS(a) 
IMC (kg/m2) 32.23 ± 5.19 31.63 ± 4.15    NS(b) 

PA SISTÓLICA (mmHg) 130.20 ± 30.76 129.95 ± 22.85      NS(b) 
PA DIASTÓLICA (mmHg) 78.20 ± 13.34 77.29 ± 11.08     NS(b) 

COLESTEROL TOTAL 
(mg/dL) 

 207.94 ± 36.50 208.67 ± 63.65   NS(b) 

HDL (mg/dL) 46.26 ± 14.13 50.28 ± 12.02   NS(a)  
LDL (mg/dL) 116.40 ± 28.61 119.44 ± 49.46   NS(a) 

TRIGLICÉRIDOS (mg/dL) 214.89 ± 139.19 173.56 ± 84.94   NS(b) 
GLICEMIA INICIAL (mg/dL) 223.25 ± 86.48 182.80 ± 83.32   0.0265(b) 

HbA1c PREVIO (%) 9.49 ± 1.70 7.09 ± 0.99  P<0.0001 (a) 
HbA1c DIFERENCIA 3 

MESES (%) 
2.36 ± 1.47 0.06 ± 0.73      P<0.0001(b) 
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Figura 13: Gráfico para el resultado de la glicemia inicial en ambas subpoblaciones. 
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Figura 14: Variación individual de los valores de HbA1c antes del inicio de Metformina y 3 meses 
después de iniciado el tratamiento. 
 

4.1.2 Análisis por sexo 

 

Si bien no existieron diferencias estadísticas en la variable sexo al aplicar el test 

de chi cuadrado entre ambos grupos, procedimos a comprobar que esta variable no 

estuviese actuando como variable confusora dado que esta puede afectar los 

resultados, más tomando en cuenta que existe un número dispar de hombres y 

mujeres entre “No respondedores” y “Respondedores”. 
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Se realizó primero un test de Man-Whitney (tabla 4, figura 15) y luego un 

control de diseño por muestras pareadas en forma aleatoria. Los análisis demostraron 

la no influencia de esta variable excepto para los niveles de glicemia. 

 

Tabla 4: Análisis por sexo para evaluar esta variable como factor de confusión en las variables para las 
que se obtuvo significancia estadística en la población total. a) Chi cuadrado, b) Mann-Whitney, c) t de 
student. 

VARIABLE HOMBRES MUJERES P 
VALOR 

BUENA 
RESPUESTA  

11 hombres 
9 mujeres 

 
MALA 

RESPUESTA 
6 hombres 
14 mujeres 

TOTAL 17/40 (42.5%) 23/40 (57.5)%  NS(a) 

GLICEMIA INICIAL 
(mg/dL) 

Media: 245.6 
DE: 94.4 

Media: 183.3 
DE: 73.01 

0.02(b) 

HbA1c PREVIO (%) Media: 8.86 
DE: 1.74 

Media: 7.75 
DE: 1.87 

NS(c) 

 
HbA1c DIFERENCIA 

3 MESES (%) 
Media: 1.79 

DE: 1.61 
Media: 1.15 

DE: 1.24 
NS(b) 

 
 

 
 

 
Figura 15: Gráfico de cajas para la glucemia inicial tomando en cuenta la distibución de sexo. 

 

4.2 TIPIFICACIÓN DE ALELOS HLA-DQB1* 
 

Se realizó la tipificación de las variantes génicas HLA y se analizó la presencia de 

los alelos de susceptibilidad asociados con autoinmunidad para la población con 

diabetes en Uruguay (DQB1*0201 y/o *0302) (Mimbacas y col., 2003).  
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Se realizó también un análisis adicionando otros alelos de susceptibilidad y 

protección descritos en la literatura para ampliar el estudio. En ningún caso se 

obtuvieron diferencias significativas para la distribución de alelos para este loci. Se 

hicieron análisis estadísticos para distribución de alelos y de genotipos entre las dos 

subpoblaciones de respuesta (tabla 5). 

 

Tabla 5: Distribución de genotipos del loci HLA asociados a DT1. Susceptibles: DQB1*0302, *0201. 
*0501, *0604 (codifican para no aspártico). Protección: otros alelos que codifican para aspártico). 

 

Genotipos No respondedores Respondedores 
Susceptible/susceptible 7 4 
Susceptible/protección 9 11 
Protección/protección 4 5 
 

 

4.3 MIP (PCR METILACIÓN INDEPENDIENTE) Y 
CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 

 
4.3.1 Resultados del análisis de metilación 

 

 Se realizaron reacciones de amplificación y posterior curva de melting para el 

ADN convertido de todas las muestras y controles correspondientes. Con el uso del 

equipo real time PCR obtuvimos un valor de Tm en grados Celsius correspondiente a la 

secuencia específica que presentara cada muestra luego del tratamiento con Bisulfito 

de Sodio. El tipo de análisis de este protocolo y la forma de visualizar los resultados se 

ejemplifican en la figura 16 y los valores de Tm para cada muestra en el análisis de 

curvas de melting de nuestros fragmentos se detallan en anexo 2.2. Con los resultados 

obtenidos de todas las muestras se realizaron los análisis estadísticos del tipo de 

comparación de medias contrastando ambos grupos de respuesta para esta variable, 

es decir, valor de media de Tm de “Respondedores” versus valor de media de Tm de 

“No respondedores”. 
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                     a. 

 
 
                     b. 
 

 
 

Figura 16: a. Curvas de amplificación de una muestra y su réplica, tratadas con Bisulfito de Sodio y 
control sin tratamiento, graficando fluorescencia vs ciclos b. Curvas de melting para cuatro muestras y 
sus réplicas. 
 

 Se realizó un test de Student para el contraste de los valores de Tm (ºC) en el 

que se obtuvieron diferencias estadísticamente significativa con un p <0.0001 y un IC 

de (-0.8384, -0.5466) (figura 17). Es decir, estas dos subpoblaciones de respuesta son 

diferentes en cuanto a la media de los valores de Tm y esta diferencia no puede estar 

determinada por azar (intervalo de confianza válido).  
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Para este cálculo se utilizó el programa G-Stat 2.0 para comparación de 

muestras contrastando las medias de Tm (ºC) obtenidas para cada subpoblación de 

respuesta. Los valores de media y desvío estándar obtenidos fueron 85.75 ± 0.22 para 

“Respondedores” y 86.42 ± 0.24 para “No respondedores”. Como puede observarse a 

partir los resultados citados anteriormente la media de Tm (ºC) fue menor para el 

grupo de “Respondedores”. Esto refleja que el amplicón (promedio) presentó mayor 

cantidad de pares AT en el grupo de “Respondedores”, de lo que se deduce que más 

citosinas en dinucleótidos GC estaban sin metilar y por ende fueron convertidas 

(Bisulfito de Sodio-PCR) a pares AT. Los “Respondedores” presentaban menor nivel de 

metilación que los “No respondedores”.  

 
Figura 17: Gráfico de cajas para el contraste de las medias de Tm entre ambas subpoblaciones de 
respuesta. 
 

4.3.2 Análisis de productos de PCR metilación mediante secuenciación 
directa 
  

 Los productos de amplificación obtenidos en los protocolos de conversión con 

Bisulfito de Sodio y posterior PCR real time se purificaron y se enviaron a secuenciación 

directa (Macrogen Inc). En todos los casos la secuencia obtenida coincide con la 

secuencia blanco. A partir del análisis de las secuencias y sus cromatogramas (ejemplo 

figura 18) se realizó en primera instancia un análisis punto a punto de los sitios 

metilables encontrándose metilación (conversión de un par GC a un par AT) 

característica de cada amplicón secuenciado.  



Análisis de metilación y expresión génica del gen Socs1 y su relación con el tratamiento de primera elección en la      
Diabetes tipo 2elección en la  

Página - 50 - 

 
 
Figura 18: Porción de cromatograma obtenido para cada muestra luego de la secuenciación de los 
productos de PCR del análisis de metilación del gen Socs 1.  
 

En segunda instancia se realizó un análisis de alineamiento, utilizando el 

programa MEGA 5.05. En la figura 19 se muestra la secuencia del amplicón marcando 

las citosinas dentro de dinucleótidos GC potencialmente metilables (en celeste) 

cambiados a pares AT, suponiendo toda la secuencia sin metilar. Es de destacar que 

encontramos un fragmento de 47 pb con igual secuencia para las 40 muestras 

analizadas (resaltado en azul en la figura 19). La igualdad de la secuencia refleja que 

tiene el mismo nivel de metilación para todas las muestras. Esa secuencia presenta 

cuatro dinucleótidos CpG potencialmente metilables en los que la secuencia obtenida 

nos devuelve un par AT donde antes teníamos uno GC por lo que se deduce que hubo 

conversión porque no había metilación en estos sitios. Este fragmento presentó 

metilación conservada en toda nuestra población (Figura 19). 

 

 

 
 
 
 
 
Figura 19: Secuencia (5´-3´) analizada con el programa MethPrimer para el diseño del estudio de la 
metilación. Resaltado en color azul se muestra la secuencia conservada en todos los pacientes.  

 

 

 

 

AGGAGAGGATAGGGTTTTGTTTTTGGTGGGTGTGGAGATAGTTGGGGTGGAGGAGGGT
GTGTTAGGGTGTGTTTTAAGAGGGTTTGGTGGTAGAAAGTGGAATTTGAGGTAGTGGGG
TAAAATTGGGGTTGTTAAGTTTGAAGGAGGGGTTTGAGAAGTGGTTGGAAGGTGTAGGG
TTGGGGTTAGAGTTTTTTGAGAGGTGGGTGTTGGGGTAGGTGTGAATAGGTGGGTAGAG
GGTTTTGTGGGAGGGTTTAGAAGAGAGGGAAATAGGGT 
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4.3.3 Análisis de cuantificación de la expresión génica 

 

 Del total de pacientes se seleccionaron las dos muestras de valores de Tm más 

extremos para cada subgrupo de respuesta (“Respondedores” y “No respondedores”) 

(tabla 6). Se espera que la mayor metilación del promotor de un gen funcione como 

silenciador o regulador negativo de su expresión, por lo que se tomaron los valores 

más bajos de Tm en el grupo de los “Respondedores” a la droga (menor metilación, 

mayor expresión de Socs1) y los valores más altos de Tm en los “No respondedores” a 

la droga (mayor metilación, menor expresión de Socs1).  

 

Tabla 6: Valores y subgrupo de las muestras para las que se realizó la cuantificación de la expresión del 
gen. 
 

MUESTRA SUBGRUPO TM (ºC) 

11 “Respondedor” 85.25 

14 “Respondedor” 85.25 

9 “No respondedor” 86.7 

13 “No respondedor” 86.7 

 
 

 Se tomaron de a pares, muestras 11-9 y muestras 14-13, “Respondedores” y 

“No respondedor” respectivamente, con Tm separadas en 1.45 ºC, para contrastar la 

expresión relativa entre ambos subgrupos. A su vez se observó la correlación entre los 

niveles de metilación y la expresión del gen en estas muestras. Para esto se realizaron 

corridas de real time PCR para cuantificación relativa utilizando el gen Abl como 

referencia. En la figura 20 se observan los resultados para las curvas de amplificación 

de cada gen (interés y referencia), las curvas de melting nos aseguran la especificidad 

de nuestros fragmentos amplificados así como la ausencia de dímeros de primers e 

inespecificidades y las curvas estándar con la eficiencia para cada gen. 
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Figura 20: Curvas de amplificación, melting y curvas estandar con valores de eficiencia para cada gen en 
corrida ejemplo de cuantificación de la expresion relativa. En la parte inferior de la figura se observa 
como se ven los resultados en valores realtivos para cada muestra. 
 
 
 Se obtuvieron buenas eficiencias para ambos genes (interés y referencia). En 

todos los casos los valores fueron cercanos a 1. En la siguiente tabla se muestran todos 

los valores de expresión relativa obtenidos para cada muestra y los promedios 

resultantes para cada subgrupo. 
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Tabla 7: Valores de expresión relativa según el software del equipo Rotor Gene 6000.  

 
MUESTRA CONCENTRACIÓN 

RELATIVA 

SUBGRUPO PROMEDIOS 

11 1.48 “Respondedor” 1.295 

Réplica 1.11  

9 0.49 “No respondedor” 0.69 

Réplica 0.89  

 

MUESTRA CONCENTRACIÓN 

RELATIVA 

SUBGRUPO PROMEDIOS 

14 1.20 “Respondedor” 1.24 

Réplica 1.28  

13 0.80 “No respondedor” 0.73 

Réplica 0.66  

 

 

 Con los valores de las medias de concentración relativa que nos brindó el 

software de real time PCR (Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7) (columna 4 de la 

tabla 7) se realizó el analisis estadístico mediante un test de Mann-Whitney (Wilcoxon) 

de expresión relativa por subgrupo. Se obtuvo un p valor de W: 0.0209 (<0.05). Esto 

último siginifica que se obtuvo diferencia significativa en la comparación de la 

expresión entre ambos grupos de respuesta, encontrandose mayor expresión en los 

individuos clasificados como “Respondedores”.  
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Figura 21: Gráfico de cajas con SD para la cuantificación relativa en cada subgrupo realizado con el 
programa G-Stat 2.0. 

 

4.3.4 Secuenciación confirmatoria de productos de cuantificación 

 

Se secuenciaron los productos obtenidos por PCR real time para el sistema de 

cuantificación (Macrogen Inc.) a modo de confirmar la presencia de las secuencias 

blanco de la cuantificación. Tanto para el gen de interés (Socs1) como para el gen de 

referencia (Abl) se realizaron análisis de BLAST en la base de datos de ADN de 

humanos perteneciente al GenBank obteniéndose 100% de score de alineamiento con 

los genes buscados en Homo sapiens, RefSeqGene (figura 22).  
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Figura 22: Resultados de muestra del análisis de BLAST, NCBI (GenBank) para los productos de 
cuantificación. 
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Este trabajo representa un tipo de estudio innovador para nuestro país donde 

se testea la respuesta a un fármaco respecto a marcadores moleculares. Dada la 

ambición del proyecto y la falta de bibliografía que crucen genes Socs con la respuesta 

a la Metformina nos gratificó ampliamente la obtención de resultados 

estadísticamente significativos. A esto se le suma que son resultados importantes 

también para la práctica clínica debido a que se abre un camino de posible 

incorporación de marcadores que revelen anticipadamente para qué paciente sería 

adecuada la indicación del fármaco más ampliamente utilizado en una etapa de 

desregulación metabólica que es clave para el futuro desarrollo de la enfermedad. 

  

5.1 DISEÑO DEL ESTUDIO 
 

Se partió de un N superior al mínimo necesario calculado para la prueba de 

contraste donde se tuvo en cuenta el número de pacientes que en ese momento 

habían ingresado a protocolo en la policlínica de la UDA del Hospital. Se debe tener en 

cuenta también que esta policlínica es de tercer nivel por lo que la población que se 

atiende allí es una población compleja donde pocos pacientes se encuentran en etapa 

inicial de objetivos de control e inicio de Metformina.  

 

 Es también un abordaje novedoso el haber trabajado a partir de sangre 

periférica para el estudio de la inflamación crónica descripta en DT2. En general los 

trabajos que analizan la problemática planteada en esta tesis utilizan modelos 

animales, en quienes resulta más sencillo hacer estudios tejido específico. Estos 

modelos son dificultosos debido a que implicarían hacer al animal de experimentación 

diabético tipo 2 además de administrar y poder medir la acción del fármaco, siendo 

aún más difícil en líneas celulares. Por otro lado, la realización de estudios tejido 

específico en humanos es muy dificultoso por ser necesaria la realización de técnicas 

invasivas (biopsia de páncreas) y la obligación de tomar en cuenta las implicancias 

éticas de este tipo de intervenciones. Los resultados obtenidos a partir de sangre 

periférica nos acercan a la aplicabilidad real en el sistema de salud de los marcadores 

estudiados.  
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Nuestros resultados mostraron mayores niveles de metilación de la región 

promotora correlacionada con menores niveles de expresión del gen en individuos 

catalogados como “No respondedores”. Esto último nos hace pensar en dos cosas. En 

primer lugar que la metilación del promotor funciona, para este gen, como un sistema 

de regulación de la transcripción, dado que a mayor metilación se observó menor 

presencia de ARN mensajero. En segundo lugar que un aumento de la expresión del 

gen Socs1 con el objetivo de atenuar la respuesta inflamatoria se asocia con una mejor 

respuesta a la Metformina. Nuestros resultados van en línea con lo obtenido en el 

trabajo de Sachithanandan y colaboradores (2011) quienes plantearon un diseño 

similar al aquí realizado pero en ratones. El grupo investigó el papel fisiológico del 

producto del gen Socs1, en células mieloides y linfoides, en la regulación de la 

inflamación y la sensibilidad a la insulina. Observaron que ratones con el gen Socs1 

deletado, en macrófagos y linfocitos específicamente, tenían aumentada la expresión 

de receptores de adhesión en macrófagos, lo que muestra mayor capacidad de 

infiltración asociado a un aumento de la reacción inflamatoria, aumento de la 

sensibilidad a lipopolisacáridos (LPS) y ácido palmítico y también aumentadas las 

concentraciones séricas de TNF, IL-6, y la proteína MCP-1. Aquí también el aumento de 

la inflamación se asoció con alteración de la tolerancia a la glucosa y la 

hiperinsulinemia. 

  

En cuanto a la elección del marcador para medir control metabólico y el criterio 

de respuesta (HbA1c) podemos decir también que permitió contrastar las respuestas a 

este fármaco. Es interesante observar la revisión realizada por Bennett y 

colaboradores (2007) donde se analiza la HbA1c para el diagnóstico así como para el 

seguimiento del control en pacientes DT2. Ellos encontraron amplia robustez en la 

medición de HbA1c, sobre todo en seguimiento de estos pacientes, y la correlación de 

este marcador con las complicaciones crónicas de la DT2. En el trabajo realizado por 

Weykamp y colaboradores (2008) donde contrastan 12 estudios de diferentes 

poblaciones del mundo para el uso de los marcadores de evaluación del control de la 

glicemia más ampliamente utilizados, señalan a la medición de la HbA1c como el 

método “gold standard” para el monitoreo glicémico.  
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La HbA1c ha demostrado ser el marcador más utilizado para el seguimiento de 

estos pacientes y por ende el más útil en la evaluación de tratamientos.  

 

Otro aspecto importante a discutir es el observado al protocolizar a los 

pacientes en cuanto al valor de HbA1c al cual se le indicó el inicio de Metformina. Al 

clasificar a los 40 pacientes diabéticos tipo 2 que iniciaban Metformina en 

monoterapia en “Respondedores” y “No respondedores”, según el descenso de la 

HbA1c logrado, observamos que los pacientes que se agruparon como 

“Respondedores” presentaban valores de HbA1c de inició más altos que los pacientes 

que quedaron en el grupo de los “No respondedores”. Esto podría ser un indicador 

importante a la hora de decidir la conducta terapéutica. Los estudios realizados por 

UKPDS han demostrado la estabilidad a largo plazo de la Metformina frente a otras 

drogas antihiperglicémicas, mostrando sus beneficios particularmente en no inducir el 

aumento de peso y reducir los episodios de hipoglicemia (Turner y col., 1998: UKPDS 

34). Por otro lado, varios de los trabajos de intervención donde se ha utilizado 

Metformina fueron reunidos en un meta-análisis por Hirst y colaboradores (2012) 

quienes arribaron a la conclusión que existen evidencias que apoyan la eficacia de la 

terapia con Metformina brindando una importante reducción de la HbA1c cuando se 

usa como monoterapia o en combinación con otros agentes terapéuticos. Sin 

embargo, si bien esto es avalado también por el algoritmo presentado por la ADA y la 

EASD sobre el enfoque de tratamiento de la hiperglicemia en diabetes tipo 2 donde se 

destaca la intervención en el momento del diagnóstico con Metformina en 

combinación con los cambios de estilo de vida (terapia nutricional y ejercicio), debe 

también tenerse en cuenta que no siempre se logran los objetivos (ADA, 2011). 

Proponen incluso aumentar la dosis o adicionar otros agentes (incluyendo el inicio 

temprano de la terapia con insulina) como un medio para alcanzar y mantener los 

niveles recomendados de control de la glicemia (es decir, de HbA1c ≤6.5 %). En toda la 

bibliografía analizada, se establece un “cut off” para la HbA1c en base a estudios de 

comparación con placebos u otras drogas antihiperglicemiantes, sin embargo, ninguno 

hace el enfoque que realizamos en este trabajo donde analizamos cual fue el punto de 

partida de los niveles de HbA1c en ambas subpoblaciones.  
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El hallazgo que los clasificados como “Respondedores” tenían una característica 

en común: habían partido de valores más altos de inicio del tratamiento, podría estar 

indicando que a valores más bajos de HbA1c, la Metformina no es tan efectiva como se 

espera. Esto puede ayudar a responder las interrogantes del médico clínico a la hora 

de iniciar un tratamiento farmacológico. Esto último daría respaldo basado en 

evidencia para reafirmar un criterio clínico con un enfoque personalizado y no con un 

criterio epidemiológico de manejo de fármacos.  

 

A su vez obtuvimos, en la caracterización de las subpoblaciones diferencias 

significativas para los valores de glicemia inicial, pero al hacer el mismo análisis 

separando grupos según la distribución de sexos en cada grupo esta diferencia se 

mantuvo por lo que la presencia del sexo puede estar funcionando como una variable 

confusora para la glicemia inicial. Esto último podría deberse a que, en nuestra 

población, se observan diferentes conductas sociales y laborales entre ambos sexos. 

Las mujeres suelen realizar más controles ya que el Sistema Nacional Integrado de 

Salud obliga a realizar ciertos controles en forma obligatoria, lo que indirectamente 

ayuda al acercamiento con el médico tratante. Ellas también pueden seguir mejor los 

planes alimenticios indicados antes del inicio del tratamiento porque, en la población 

hospitalaria, son quienes tienen trabajo estable mientras que los hombres en su 

mayoría tienen horarios zafrales. Por lo tanto pensamos que la acción como variable 

confusora de la glicemia inicial no debería ser tenida en cuenta para los objetivos 

planteados. Si se tuvo en cuenta que el paciente mostrara adherencia al tratamiento 

luego del ingreso a nuestro protocolo. 

 

5.2 ALELOS HLA-DQB1* 
 
 

Más del 5-10% de los pacientes con diagnóstico de DT2 tienen marcadores de 

autoinmunidad contra células β y la presencia de alelos de riesgo HLA-DQB1 

correlaciona fuertemente con la deficiencia de insulina (Maiolo y col., 2010). La 

población analizada no escapa a esta realidad donde observamos un 3% de genotipos 

susceptibles.  
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Al comparar las poblaciones para la presencia de alelos de riesgo y protección 

no encontramos diferencias estadísticamente significativas ni alélicas ni genotípicas 

entre ambas subpoblaciones.  

 

Este resultado aporta robustez a la comparación entre las subpoblaciones de 

respuesta donde se analiza la participación del sistema inmune debido a que el 

principal marcador de susceptibilidad para diabetes autoinmune innata no presentó 

diferencias permitiendo dejar por fuera variables que puedan estar influenciando la 

acción del sistema inmune y por ende alterar las posibles conclusiones de nuestro 

marcador en estudio. Debe recordarse que desde el diseño de la población y los 

criterios de exclusión se retiraron los pacientes con procesos que alteran el 

funcionamiento del sistema inmune o autoinmunidad de forma de mantener la 

independencia del marcador en estudio. Al no encontrarse diferencias entre ambas 

subpoblaciones acerca de la distribución de variantes génicas HLA asociadas a 

patología autoinmune también nos refuerza la correcta elección de los pacientes y 

clasificación en grupos de respuesta.  

 

5.3 METILACIÓN Y CUANTIFICACIÓN RELATIVA DE 
SOCS1 

 

SOCS1 y SOCS3 han sido implicados en la patogénesis de DT2, la obesidad 

(Howard y Flier, 2006), esteatosis hepática (Ueki y col., 2005), y síndrome metabólico 

(Ueki y col., 2004). En cuanto a nuestro estudio del gen Socs1 en estos pacientes 

también se obtuvieron resultados importantes tanto en la metilación del promotor 

como en la cuantificación relativa de su expresión. Si bien las diferencias en los niveles 

de expresión hallados fueron pequeñas existieron diferencias significativas y la 

metilación mostró ser variable y con asociación positiva de mayor metilación-menor 

expresión. Esto permite pensar que la metilación funciona como un sistema de 

regulación de la expresión para este marcador. A esto se le suma lo obtenido en el 

análisis de nuestras secuencias para las muestras ya tratadas con Bisulfito de Sodio 

donde se observó una secuencia de 47 pb conservada para todos los pacientes en 

cuanto a su estado de metilación. El amplicón con el que trabajamos fue diseñado 
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dentro de una isla CpG de 378 pb ubicada inmediatamente upstream al nucleótido +1. 

En el trabajo de Madonna y colaboradores (2010) (figura 6)  esta región del promotor 

se muestra reservada para la unión de factores de transcripción del tipo KLF, AP4, SPI y 

un único sitio de unión para IRF-1, todos factores relacionados con la proliferación y la 

diferenciación celular. La identificación de qué factores realmente se unen a esta 

región en sangre permitiría entender la importancia de su estado de conservación. A 

partir de nuestros resultados sólo podemos inferir la importancia del mantenimiento 

de la metilación de esta región, en sangre periférica, dentro del contexto 

fisopatológico de la DT2. 

 

La proteína SOCS1 es uno de los miembros principales del sistema inmune en la 

“lucha” contra la inflamación. Sin embargo, los mecanismos moleculares que afectan a 

las células inmunes y sus funciones en la diabetes no están claros (Chen y col., 2013). 

Se sugiere que una inmunodeficiencia clínicamente sutil puede resultar en respuestas 

reguladoras conservadas evolucionando para combatir factores de estrés biológicos, 

por ejemplo, la hiperglicemia y la inflamación crónica. En efecto, la respuesta inmune y 

la regulación metabólica son interdependientes en el mantenimiento del equilibrio 

homeostático (Hotamisligil, 2006). Si bien puede ser eficaz para ayudar a extinguir la 

inflamación, esta estrategia no está exenta de costos para el sistema inmune del 

paciente, como muestran las infecciones bacterianas recurrentes en estos pacientes 

(Chen y col., 2013). 

 

En otros estudios como el realizado por Liu y colaboradores (2008) se establece 

una correlación inversa, es decir, entre la regulación positiva de Socs1 y Socs3 en la 

retina durante la uveítis y la disminución de las respuestas biológicas a la insulina en la 

retina. En este trabajo se citan gran cantidad de estudios que reportan el aumento del 

mensajero de Socs1 y Socs3 asociado con una disminución de la sensibilidad a la 

insulina. Sin embargo el hecho que las proteínas SOCS pueden proteger las células β in 

vitro, abre la idea de plantear la hipótesis de un efecto protector de expresión Socs 

contra el desarrollo de la diabetes in vivo, y Socs1 ha emergido como una excelente 

opción de estudio en este contexto particular (Ronn y col., 2007).  
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En este sentido, nuestros resultados estarían de acuerdo con la hipótesis que a 

mayor metilación menos proteína SOCS y por ende más inflamación, lo que resultaría 

en una peor respuesta a la medicación. 

 

Existen varios trabajos donde se estudia la metilación y expresión de genes 

Socs, pero en general tienen un enfoque tejido específico (Ronn y col., 2007; Liu y col., 

2008). La búsqueda de SOCS a nivel periférico se justifica porque la inflamación crónica 

descripta para DT2 se observa también a nivel del endotelio. El estrés oxidativo 

modifica directamente el fenotipo en las células endoteliales incrementando la 

expresión génica de citoquinas proinflamatorias y moléculas de adhesión, 

introduciendo el concepto etiopatogénico de inflamación crónica de bajo grado 

(Roebuck, 1999), la cual también contribuye al mecanismo patogénico de resistencia a 

la insulina y aparición de la DT2 (Hu y Stampfer, 2003).  

 

En uno de los trabajos más recientes para este modelo, realizado por 

Sachithanandan y colaboradores (2011), encontraron que la expresión de Socs1 en las 

células hematopoyéticas protege a los ratones contra la inflamación sistémica y 

resistencia a la insulina hepática potencialmente por inhibición de la señalización de la 

vía TLR4 (respuesta a citoquinas) en los macrófagos. 

 

 La metilación del ADN cada vez se está estudiando más en enfermedades 

complejas humanas más allá del cáncer y los trastornos específicos de la impronta (Zuo 

y col., 2009). En el trabajo de Wojdacz y Dobrovic (2007) se realizó el análisis por High 

Resolution Melt (HRM) para la discriminación entre secuencias metiladas y no 

metiladas después de la modificación con Bisulfito de Sodio del ADN diana. Este 

método, al igual que el aplicado en nuestro trabajo, consta de PCR y posterior análisis 

de curvas de melting. Ellos demostraron que el HRM es muy sensible para la detección 

de la metilación. A esto se le suman otros reportes basados en el análisis de curvas de 

melting de los productos de PCR para evaluar metilación (Worm y col., 2001; Guldberg 

y col., 2002).  
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 A su vez varios estudios han cuantificado la expresión del gen Socs1 en relación 

a varias patologías asociadas a la inflamación (Komazaki y col., 2004; Günthner y col., 

2013). La técnica Real-time PCR es muy sensible y permite la cuantificación de los 

transcriptos raros detectando pequeños cambios en la expresión génica. Además de 

esto, es fácil de llevar a cabo, proporciona la precisión necesaria y produce resultados 

en forma rápida y fiable. La técnica más simple de detección de productos de PCR 

sintetizados en PCR en tiempo real utiliza colorante SYBR Green (Morrison y col., 

1998). En nuestro estudio esta metodología nos permitió detectar esos pequeños 

cambios en la expresión sin la existencia de problemas asociados al uso de 

intercalantes inespecíficos como son los dímeros de primers o productos inespecíficos. 

 

En conclusión, el estado fisiológico del paciente y sus características propias 

para manejar las agresiones, tales como la hiperglicemia sostenida y la inflamación 

resultante, influyen en la correcta acción de la Metformina. Estas características 

genéticas pueden orientar de forma más certera al clínico a la hora de iniciar la 

conducta terapéutica en una etapa del desarrollo de la enfermedad en que no debería 

perderse tiempo.  
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 6-PERSPECTIVAS 
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Para futuros trabajos será interesante ampliar el número de muestras de 

pacientes abarcando policlínicas de diabetes de primer nivel donde se cuenta con 

mayor número de pacientes vírgenes de tratamiento. A su vez sería importante contar 

con grupos más homogéneos en cuanto a la distribución por sexo para mejorar la 

robustez de los análisis estadísticos.  

 

El abordaje de respuesta a fármacos reflejó ser útil en el contraste de hipótesis 

para marcadores moleculares por lo que podrían diseñarse protocolos de respuesta 

para otros fármacos o para las combinaciones más comúnmente utilizadas. A esto le 

sumamos que sería muy interesante, y a modo de profundizar en la idea de este 

trabajo, testear la expresión relativa de la máxima cantidad de genes del sistema 

inmune encargados del control del estado fisiopatológico de inflamación crónica en 

pacientes con DT2, más en particular hacerlo para Socs3 de forma de abarcar a los dos 

miembros más importantes de la familia SOCS encargados del manejo de la 

inflamación. También es importante hacer la cuantificación de la expresión para la 

totalidad de pacientes de manera de aumentar la fuerza de la relación entre la 

respuesta a la Metformina y la expresión del gen. Otro abordaje que también sería 

interesante es hacer secuenciación post tratamiento con Bisulfito de Sodio en estos 

pacientes para analizar en profundidad el estado de metilación general en forma más 

absoluta. De esta manera quedaría cubierto para un amplio número de pacientes la 

metilación y la expresión de todos los genes encargados de la modulación de 

citoquinas proinflamatorias.  

 

Un aspecto que resultaría también muy aportativo es conocer el estado 

inflamatorio real en estos pacientes con diferente respuesta a la Metformina. En este 

caso podría realizarse midiendo por la técnica ELISA la IL6, principal citoquina 

proinflamatoria modulada por SOCS1.  

 

 Creemos que este trabajo arrojó resultados interesantes que imponen la 

realización de trabajos que complementen la información tanto para el uso de 

fármacos como para el entendimiento de esta patología de tanta incidencia a nivel 

mundial. 
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ANEXO 1:  
ASPECTOS TÉCNICOS 

1.1 Extracción de ADN por el método Fenol-Cloroformo 
 
Lisado de glóbulos blancos 

• Colocar 10 ml de sangre periférica extraídos mediante una jeringa con EDTA en tubos 
de rosca estériles de 50 ml. 

• Agregar 3 volúmenes de buffer de lisis: NH4CL 155 mM, KHCO3 10 mM (pH 7.4), EDTA 
mM (pH 8) , SSC 1X a partir de 20X (NaCl 3M, Citrato de Sodio 0.3M) 

• Dejar 15 minutos en hielo, agitar esporádicamente 
• Centrifugar 10 minutos a 1000rpm 
• Eliminar el sobrenadante 
• Lavar el pellet con SSC 1X  
• Resuspender el pellet en buffer SE: NaCl 75 mM, EDTA 24 mM (pH 8) 
• Agregar 500 microlitros de SDS 10% y 100 microlitros de proteinasa K (10 mg/ml) 
• Colocar en baño con agitación a 50 rpm a 50º C over night 
 

Extracción con Fenol-Cloroformo 
• Agregar un volumen de fenol 
• Mezclar 15 minutos hasta obtener una emulsión completa 
• Centrifugar 10 minutos a 2000 rpm 
• Transferir la fase acuosa a otro tubo de polipropileno de 15 ml con tapa 
• Agregar 1 volumen de cloroformo alcohol isoamílico (24:1) 
• Agitar durante 10 minutos 
• Centrifugar durante 5 minutos a 2000 rpm 
• Extraer la fase acuosa 

 
Precipitación  

• Agregar 0.3 volúmenes de acetato de sodio 2M (pH 5.5) 
• Agregar 2 volúmenes de etanol 100% 
• Mezclar por inversión hasta que se forme el precipitado 
• Recuperar el ADN precipitado en un tubo estéril de eppendorf de 2 ml 
• Lavar el ADN 3 veces con 1 ml de etanol 70% 
• Secar el precipitado al aire 
• Resuspender en 0.1 a 1 ml de buffer TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM) 
• Dejar en baño con agitación a 50º C over night 
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1.2 Caracterización del epigenoma. Modificación del ADN con Bisulfito 
de Na 
 
Modificación 

• Poner baño a 50°C. 
• Medir concentración de ADN 
• Poner 1 µgr de ADN + 50 µl de H20 + 5,7 µl NaOH 3M (hacer control sin ADN) Incubar 

10-15 min a 37°C  
• Adicionar 33 ul de Hidroquinona 20 mM (antioxidante) + 530 ul de bisulfito de Na 

4,3M pH5 
• Mezclar e incubar 16 hrs a 50°C tapado con aluminio. 
 

Purificación del ADN 
• Realizar la purificación del ADN preferiblemente por kit de purificación con columnas. 
• Eluir en 50 µl de H20 

 
Precipitación del ADN 

• Anadir 5,7 µl de NaOH 3M e incubar 15-20 min a 37°C. 
• Hacer mix: 1 µ l de glicógeno 10 mg/ml + 17 µl de AcNH4 10M por muestra. 
• Añadir 18 µl del mix anterior a cada muestra. 
• Añadir 450 µl de EtOH absoluto frio. 
• Incubar a -80°C 3 hrs u overnigth.  
• Centrifugar 20 min a 12.000 rpm a 4°C. 
• Tirar sobrenadante con pipeta. 
• Añadir 1 ml de EtOH 70% y centrifugar 10 min a 12.000 rpm. 
• Sacar sobrenadante con micropipeta y dejar secar el pellet. 
• Resuspender el pellet en 30 µl de H20. 
 

PCR de metilación 
• Se realiza la reacción de PCR de acuerdo a la región a analizar. 
• Se utilizan primers diseñados por programas específicos de metilación. 
• Con controles de ADN no convertido con Bisulfito de Sodio. 
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ANEXO 2:  

TABLAS 

2.1 Test de Shapiro-Wilk W para normalidad en muestras de N<50 

VARIABLE ESTADÍSTICO 
W 

P VALOR RECHAZO O ACEPTACIÓN DE H 
NULA 

EDAD DE DIAGNÓSTICO 0,972587 0,432927 Sigue distribución normal 
PESO 0,970231 0,350848 Sigue distribución normal 

CINTURA 0,971717 0,423317 Sigue distribución normal 
IMC 0,927295 0,011757 Rechazamos H0 

PA SISTÓLICA 0,871799 0,00027 Rechazamos H0 
PA DIASTÓLICA 0,931634 0,016368 Rechazamos H0 

COLESTEROL 0,899324 0,002823 Rechazamos H0 
HDL 0,986153 0,917361 Sigue distribución normal 
LDL 0,973742 0,518835 Sigue distribución normal 

TRIGLICERIDOS 0,859706 0,000267 Rechazamos H0 
GLUCEMIA 0,865589 0,000262 Rechazamos H0 

HbA1c PREVIO A TTO 0.960970 0.170068 Sigue distribución normal 
HbA1c POSTERIOR AL TTO 0.961565 0.178386 Sigue distribución normal 

DIFERENCIAS ENTRE VALORES DE HbA1c 0.919959 0.006801 Rechazamos H0 

 

2.2 Valores de Tm en ºC para cada muestra 
 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muestra Cumple con criterio de 
respuesta a la droga 

Promedio de Tm (ºC) 
entre replicas 

1 NO 86.7 
2 NO 86.3 
3 NO 86.2 
4 NO 86.2 
5 NO 86.7 
6 NO 86.5 
7 NO 86.6 
8 NO 86.5 
9 NO 86.1 

10 NO 86.1 
11 NO 86.7 
12 NO 86.5 
13 NO 86.1 
14 NO 86.7 
15 NO 86.1 
16 NO 86.1 
17 NO 86.5 
18 NO 86.6 
19 NO 86.5 
20 NO 86.6 

 Promedio total de Tm de 
“No respondedores” 

86.4150 
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Muestra Cumple con criterio de 
respuesta a la droga 

Promedio de Tm (ºC) 
entre replicas 

1 SI 85.65 
2 SI 85.65 
3 SI 85.8 
4 SI 85.75 
5 SI 85.9 
6 SI 85.8 
7 SI 85.9 
8 SI 85.9 
9 SI 85.25 

10 SI 85.6 
11 SI 85.9 
12 SI 85.3 
13 SI 85.25 
14 SI 85.9 
15 SI 85.9 
16 SI 85.8 
17 SI 85.85 
18 SI 85.7 
19 SI 85.75 
20 SI 85.9 

 Promedio total de Tm de 
“Respondedores” 

85.7225 
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