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l. RESUMEN 

La diabetes mellitus se caracteriza por una alteración en el metabolismo de carbohidrato s, 

cuya principal manifestación es la hiperglicemia. 

La diabetes mellitus se puede clasificar como diabetes insulino dependiente o tipo 1 y 

diabetes tipo 2 o no insulino dependiente. Dentro de la diabetes mellitus tipo 2, se 

encuentra una variedad conocida como MODY (del inglés Maturity Onset Diabetes ofthe 

y oung), una forma monogénica de la diabetes, que se caracteriza por tener un patrón de 

herencia autosómico dominante y una edad de aparición temprana (por lo general por 

debajo de los 25 años). Se han identificado seis genes relacionados con la diabetes tipo 

MODY, entre los que se encuentran: el de la enzima glucocinasa (MODY2), los factores de 

transcripción, tales como el factor nuclear hepático 4a. (HNF-4a.) (MODY1) y el factor 

nuclear hepático la. (HNF-la.) (MODY3); el factor promotor de insulina-l (IPF1) 

(MODY4), el factor nuclear hepático 1-13 (HNF-lf3) (MODY5) y el factor 1 de 

neurodiferenciación (NEUROD1) (MODY6). 

El factor de transcripción NeuroD llBET A2, forma parte de la familia hélice-asa-hélice 

(bHLH), contiene dos exones y se encuentra en la banda 2q32 del cromosoma humano. Se 

expresa en el sistema nervioso central, intestino y páncreas. Asimismo, se ha demostrado en 

estudios con ratones que una deficiencia de este factor de transcripción causa defectos en la 

morfología del islote, reducción del número de células 13, desarrollo de hiperglicemia y 

diabetes. 

En varios países se han realizado estudios que han demostrado que mutaciones en el gen 

NeuroD1IBETA2 están relacionadas con el desarrollo de diabetes tipo MODY6. En Japón 

se encontró, que el cambio A45T estaba relacionado con la aparición de diabetes mellitus 

tipo 1, mientras que en otros países, como en el caso de Polonia se relacionó con diabetes 

mellitus tipo 2. 

Por todo lo mencionado anteriormente, se considera importante llevar a cabo un estudio, 

que nos permita saber si la variabilidad genética de NeuroD11BETA2 juega un papel en la 

aparición de diabetes mellitus tipo 2 en la población mexicana. 

- 2-
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El estudio se llevó a cabo con 20 controles, ocho hombres y doce mujeres. Con una edad 

igual o mayor a 50 años, un IMC ~ 25 Kg/m2 y además no contaban con antecedentes 

heredo familiares de diabetes de al menos dos generaciones. Se les tomó una muestra de 

sangre para la extracción del ADN. Se diseñaron los oligonucleótidos y se realizó el PCR 

correspondiente para cada exón en cada una de las muestras. Los productos de PCR se 

desnaturalizaron y se sometieron a una electroforesis, en un gel de poliacrilamida a 

diferentes concentraciones de ésta, para detectar los polimorfismos mediante el patrón de 

migración del ADN. Las muestras que tuvieron un patrón de migración diferente fueron 

secuenciadas, encontrándose el cambio de una guanina por una adenina en el exón 2-1 del 

gen NeuroDIIBETA2, de la muestra Cll, lo cual corresponde a una sustitución de una 

alanina por una treonina en el codón 45 (A45T). Asimismo, se encontraron otros dos 

cambios de base, para la muestra C3 en el exón 2-2 una guanina cambiaba por una adenina; 

mientras que para la muestra C17 en el exón 2-3, el cambio fue de una citosina por una 

guanina, no obstante ninguno de estos cambios produjo alteración en la secuencia de 

aminoácidos de la proteína. 

En resumen, la evaluación molecular del gen NeuroDIIBETA2, mostró la presencia de 

una única variante, un cambio de alanina por treonina en el codón 45 y dado que los 

resultados fueron obtenidos de personas sanas, esto indica que se trata de un polimorfismo. 

Asimismo, el hecho de que sólo se haya encontrado una variante polimórfica presente en la 

mitad de las personas evaluadas, sugiere que este gen presenta poca variabilidad, aunque 

alta prevalencia en la población. Por otro lado, dado que el cambio A45T ya había sido 

reportado en otras poblaciones, se puede decir que se trata de una variante polimórfica 

ampliamente distribuida en el mundo. 
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11. ANTECEDENTES 

EL PÁNCREAS 

El páncreas es una glándula de secreción, que se encuentra recubierta por una capa de tejido 

conectivo, de la que parten septos y tabiques que contienen los vasos de irrigación, los 

colectores de secreción exocrina y las fibras nerviosas (1). 

El páncreas está alojado entre la primera, segunda y tercera porción del duodeno. Se 

dirige oblicuamente a la izquierda y su longitud oscila entre 15 y 20 cm, tiene una anchura 

de unos 3.8 cm y un grosor de 1.3 a 2.5 cm (Fig. 1) (1). 

EsOtago 

Fig. 1 Localización del páncreas en el humano. 

El páncreas consta de dos porciones una exocrina y una endocrina. La porción exocrina se 

encarga de la excreción de un conjunto de enzimas digestivas Gugo pancreático) que se 

liberan en el intestino para ayudar en la digestión. Mientras que la porción endocrina está 

formada por los islotes de Langerhans, que contienen cuatro diferentes tipos de células: las 

células a. (productoras de glucagon), las células f3 (productoras de insulina), las células B 

(productoras somatostatina) y las células PP (productoras del polipéptido pancreático), las 
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células CL Y r3 tienen un papel muy importante en la regulación de la homeostasis de glucosa 

(2). 

El buen funcionamiento del páncreas es esencial en la regulación de la homeostasis de la 

glucosa, la cual se encuentra relacionada con enfermedades tan importantes como la 

diabetes. Es de este modo, que se despertó el interés de muchos científicos por estudiar el 

páncreas, llevando así al descubrimiento de factores de transcripción, involucrados en la 

regulación del desarrollo y buen funcionamiento de éste. 

Embriología del páncreas 

Existen muchas similitudes entre el desarrollo del páncreas en ratón y en humanos, sin 

embargo es en el ratón, en el que se han realizado un mayor número de estudios, y del que 

se tiene más información. De esta manera, se sabe que una vez que se producen las señales 

inductivas apropiadas, se inicia la morfogénesis del páncreas, la cual en el ratón, es 

alrededor del día 9.5 (Fig. 2) Y en el humano es alrededor del día 26, a partir de la aparición 

de dos brotes (el páncreas ventral y el páncreas dorsal) provenientes del endodermo del 

intestino (3 , 4). Una vez formados dichos brotes, los epitelios pancreáticos proliferan, hasta 

formar una estructura ramificada. Finalmente durante la sexta semana en el humano y entre 

los días 15 y 19 en el ratón, estos dos brotes se desarrollan de manera independiente, para 

formar el tejido exocrino y endocrino, rotando y fusionándose para formar el páncreas (5). 

Cabe mencionar que durante el desarrollo del páncreas, se han identificado un 

subconjunto de células, denominadas células progenitoras, las cuales proliferan y se 

diferencian dando como resultado los islotes de Langerhans (Fig. 2) (6). 

- 6-
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A partir de estudios recientes, se descubrió que la regulación de la diferenciación y 

proliferación de las células del páncreas dependen de factores de transcripción, que se 

hacen presentes a lo largo de su desarrollo (6). Un ejemplo de la importancia de dichos 

factores de transcripción fue el descubrimiento de una mutación en el gen PDXI en un 

paciente que presentó aplasia del páncreas (7). 

Factores de transcripción 

Estudios realizados con virus que utilizan la maquinaria celular para replicarse, llevaron 

al descubrimiento de la existencia de elementos cis-control, responsables de la regulación 

de la transcripción de genes, que codifican para proteínas del complejo de la ARN 

polimerasa 11 (8). Esto llevó al reconocimiento de arreglos complejos de secuencias de 

ADN, que podían asociarse con las regiones promotoras y participar en la definición de 

patrones específicos de expresión (9). Estas secuencias son lo que actualmente conocemos 

como factores de transcripción. 

Los factores de transcripción son estructuras modulares con al menos dos dominios 

funcionales: uno que se une a secuencias de ADN de los promotores y de los 

intensificadores (dominio de unión al ADN), y otra que activa la transcripción mediante 

interacciones proteína-proteína (dominio de activación en trans) (lO). 

- 7 -
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La especialización de las ARN polimerasas eucarióticas para transcribir sólo 

determinados genes, está determinada por la regulación de estos genes por secuencias 

promotoras y factores de transcripción diferentes. Se distingue así, entre promotores para 

genes de la clase 1, de la clase 11 y de la clase 111 (10). 

Tabla 1. Clasificación de las diferentes ARN polimerasas. 

Polimerasa Genes que Producto génico Promotores Factores de 
(enzima) transcribe (ARN o proteína) (ADN) transcripción (proteínas) 

(ADN) 

ARNpol-1 De clase I 
rARNs de 28S, 18S 

De clase I TFI 
y5,8S 

ARNpol-1I De clase II 
Proteínas y 

De clase 11 TFII 
snARNs 

ARNpol-11I De clase 111 
tARNs, rARN-5S y 

De clase 111 TFIII 
ARNs pequeños 

Puesto que los genes de clase II son responsables de la síntesis de todos los mARN de 

células eucarióticas, y por tanto, de la síntesis de las proteínas, su regulación es de gran 

importancia. 

De esta manera, se han realizado numerosos estudios para elucidar la forma en que se 

lleva a cabo la transcripción en las células eucarióticas, encontrándose que existe una 

familia de activadores de secuencia específicos (por ejemplo Spl, AP-l, CIEBP, etc.), así 

como también factores de transcripción (ejemplo: TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF Y 

TFIlli) necesarios para el correcto funcionamiento del complejo de la ARN PoI 11, pues de 

otro modo, ésta no puede llevar a cabo la transcripción por sí misma (11). 

Así pues, debido al papel de los factores de transcripción en la activación y regulación de 

la transcripción, se han estudiado las secuencias de diferentes factores, lo que ha llevado al 

descubrimiento de motivos, responsables de la unión del factor de transcripción al ADN. 

De acuerdo a esto, es que se han clasificado a los factores de transcripción en (12): 

a) Dedo de Zinc. Esta familia comprende a los factores con un dominio de unión al 

ADN que contiene zinc . 

........................................................................... , ....•.•.•.....•.•.•...•.......•...•.•................. .........................•.•.•...........................•.......................•.•.....•.•.•...•.... ...................................•...•.................•.........................................................•...................................•.....................•.•.......................................... 
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b) Hélice-giro-hélice. Una de las hélices (l se encuentra en la parte más ancha del 

ADN, la otra se encuentra de manera perpendicular a éste. 

c) Hélice-asa-hélice. Cada hélice presenta un lado de residuos hidrofóbicos y otro 

lado de residuos cargados. Este motivo, permite que dos factores se dimericen, y 

que la parte básica de la proteína interactúe con el ADN. 

d) Cremallera. Consiste en una cadena de aminoácidos con un residuo de leucina 

por cada siete aminoácidos. Una leucina en un polipéptido interactúa con otra 

perteneciente a otro polipéptido, formando de esta manera un dímero. 

Factores de transcripción implicados en el desarrollo y (unción de las 

células B del páncreas 

Las células f3 pancreáticas son de gran importancia, pues están implicadas en la 

transcripción de los genes que codifican para insulina y el subsecuente procesamiento y 

secreción de ésta última. Es por tanto relevante el hecho de que una disfunción en dichas 

células pueda ocasionar serios problemas metabólicos, llevando a una hiperglicemia e 

inclusive a una diabetes mellitus. De esta manera son necesarios factores reguladores de la 

expresión de los genes que codifican para insulina. Como se mencionó anteriormente estos 

factores reguladores, son proteínas que ejercen su función mediante su unión a 

determinadas secuencias del ADN río arriba de los elementos regulatorios de genes 

específicos, controlando así la transcripción de dichos genes (13). 

A continuación se presentan los principales factores de transcripción que regulan los 

genes que intervienen en el desarrollo y función de las células f3 del páncreas. 

- 9-
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Tabla 2. Principales factores de transcripción pancreáticos. 

Factor de 
Sitio de expresión Función Ref. transcripción 

Factores Forkhead box 

Necesario para la formación 
Endodermo apropiada del endodermo y 

Foxa2 
embriónico y en expresión de Pdx1. También es 

14, 15, 16 
todos los tipos de necesario para la secreción de 
células del islote. insulina controlada en células f3 

maduras. 

Factores LIM de homeodominio 

Mesénquimo 
Necesario para la 

Isll 
embriónico y en 

diferenciación temprana 17 
todos los tipos de 

celular endocrina. 
células del islote. 

Factores básicos hélice-asa-hélice 

Células 
Dirige la diferenciación de las 

progenitoras de 
Hes1 

células no 
células precursoras pancreáticas 18 

endocrinas 
hacia líneas no endocrinas. 

Células Dirige la diferenciación de 
Ngn3 progenitoras de células precursoras pancreáticas 19,20,21 

células endocrinas hacia líneas endocrinas. 

Necesario para proliferación y 
crecimiento del islote. También 

NeuroD1 
En todo tipo de es importante para la activación 

22 
células del islote de Ins en las células f3 maduras. 

Mutaciones heterocigotas 
ocasionan MODY en el humano. 

Factores HNF 

Activa a Ins y Pdx 1. Mutaciones 
HNF-1a. Células f3 heterocigotas ocasionan MODY 23 

en humanos. 
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Factor de Sitio de expresión Función Ref. 
transcripción 

Activa a HNF-la, a Glut2 y a 
HNF-4a Células ~ Ins. Mutaciones heterocigotas 24,25 

ocasionan MODY en humanos. 

Endodermo Necesario para la formación del 
embriónico joven endodermo joven. Mutaciones 

HNF-l/3 y en todos los heterocigotas ocasionan MODY 26,27 
tipos celulares del en humanos. 
islote. 

Todo tipo de Necesario para el desarrollo 
células normal de las células 

HNF6 pancreáticas endocrinas. Activa la expresión 28 
durante el de Ngn3 . 
desarrollo. 

Factores Homeobox 

Su ausencia da como resultado 

Células ~ de 
una escasa formación del 

Pdxl páncreas. Importante activador 29,30,31 
páncreas maduro. de Ins. Mutaciones heterocigotas 

causan MODY en humanos. 

Células 
Necesario para el desarrollo del 

Hb9 progenitoras 32,33 
pancreáticas 

páncreas dorsal. 

Necesario para la expresión de 
Nkx2.2 Células a, ~ y PP Nkx6.1 e Ins en las células ~ 34 

precursoras. 

Nkx6.1 Células /3 
Necesario para la diferenciación 

35 
final de las células /3 
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Factor de Sitio de expresión Función Ref. 
transcripción 

Factores Pax 

Pax4 Células endocrinas Dirige la formación de células a 

progenitoras y f3. Inhibe la transcripción de 36,37 

Gcg. 

En todo tipo de 
Necesario para la formación de 

Pax6 las células a. Activa la 38,39,40 
células del islote 

transcripción de Gcg 

Misceláneos 

Bm4 Células a 
Dirige el desarrollo de las 

41 células a y activa la 
transcripción de Gcg. 

Abreviaciones: Bm4, cerebro 4; Foxa, forkhead box A; Gcg, glucagon; Glut2, transportador de 

glucosa tipo 2; Hb9, factor homeobox 9; HNF, factor nuclear de hepatocitos; Ins, insulina; Isll, 

Islet-l; MODY, maturity onset diabetes of the young; NeuroDl, factor de neurodiferenciación 1; 

Ngn3, naurogenina 3; Nkx, homeobox NK; Pbxl, factor de transcripción leucémico célula pre-B; 

Pdxl, factor homeobox pancreático y duodenal 1; PP, polipéptido pancreático. 

Los estudios en ratones transgénicos y knockout han permitido estudiar la presencia de 

estos factores de transcripción durante el desarrollo del páncreas, asimismo han demostrado 

su importancia en la regulación de su desarrollo y su función. Gracias a todo lo mencionado 

anteriormente, se ha propuesto un modelo (Fig. 3) de los factores de transcripción 

involucrados en la diferenciación de las células endocrinas del páncreas, de acuerdo a su 

aparición cronológica. 
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Células progenitoras de las 
células exocrinas 
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~ 

Antecedentes 

Células progenitoras de las 
células endocrinas comunes 

Células endocrinas 
progenitoras 

Eu~:v COIula. que expre.an 
Insullna/glucagon 

/ .~ 

Células que expresan 
glucagon 

Células que expresan 
Insullna/somatostatlna 

Células exocrinas Células <X 

(glucagon) 
Células f} 
(Insulina) 

Células 6 
(somatostatlna) 

Fig. 3. Modelo esquemático de los factores involucrados en la diferenciación de las células 

endocrinas del páncreas de ratón. Los círculos representan a las células endocrinas en varios 

estadios de diferenciación. Los factores de transcripción dentro de los círculos son aquellos que 

podrían estar afectados. Las flechas representan los pasos en la diferenciación celular (J Biomed 

Sci 7: 27-34: 2000). 
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METABOLISMODE CARBOHIDRATO S 

La regulación de glucosa en el organismo es de gran importancia, pues cualquier 

desequilibrio en ésta, es causa de hiperglicemia o diabetes, la cual a su vez está 

acompañada de complicaciones micro y macrovasculares, retinopatía, neuropatía, entre 

otras (42). 

Así pues, cualquier carbohidrato que es digerido y metabolizado llega al intestino, donde 

es absorbido, para pasar a la circulación. 

La glucosa que entra en el hígado es fosforilada por la glucocinasa para dar glucosa-6-

fosfato. La fructosa, la galactosa y la manosa absorbidas en el intestino delgado, también 

son convertidas a glucosa-6-fosfato, mediante diversas rutas enzimáticas. La glucosa-6-

fosfato se desfosforila por la glucosa-6-fosfatasa para dar la glucosa libre, que se lleva a la 

circulación sanguínea para mantener los niveles de glucosa. Mientras que la glucosa que no 

se utiliza es transformada en glucógeno, como forma de almacenamiento, en el mismo 

hígado (43). 

La insulina es una de las hormonas encargadas de regular la concentración de glucosa en 

la sangre, pues al detectarse una concentración alta de glucosa en circulación, el exceso de 

ésta es transformado por el hígado en compuestos de almacenamiento como glucógeno y 

triacilgliceroles. Cuando los niveles glucosa son bajos, los tejidos producen glucosa a 

partir de la degradación de glucógeno y de la gluconeogénesis (43). 

Insulina 

La insulina es una pequeña proteína con dos cadenas polipeptídicas, A (21 aminoácidos) 

y B (30 aminoácidos), unidas por dos puentes de disulfuro. Es sintetizada en las células J3 

del páncreas, en forma de precursor inactivo de cadena única, en el que las cadenas A y B 

se encuentran conectadas por el péptido C. Dicho precursor inactivo, denominado 

preproinsulina (Fig. 4), contiene una secuencia de 24 aminoácidos fijos a un amino terminal 

de la cadena B, esta secuencia señal facilita el paso de la preproinsulina del citoplasma 

(donde se inicia la síntesis) a través de la membrana del retículo endoplásmico (44). La 

eliminación mediante proteólisis del péptido señal la transforma en la proinsulina, que se 
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almacena en las células 13. De este modo, cuando los niveles de glucosa son elevados, la 

proinsulina se convierte en insulina activa, gracias a la acción de peptidasas específicas, 

que se encargan de la eliminación de cuatro aminoácidos básicos (tres arginina y una lisina) 

y del péptido e (43), liberándose en la circulación cantidades equimolares de éste último, el 

cual es utilizado en la clínica como un índice de la secreción de insulina (45). 

&: 

Q 

L: , 
V 

(1 

Q 

(1 

¡ 
L 'CadenaB 

.».. 
L 
• • jO 

Q 

.L 

Fig. 4. Molécula de preproinsulina humana. 

Alteraciones en la secreción de insulina 

Se ha reportado, que sujetos obesos por lo regular tienen resistencia a la insulina e 

hiperinsulinemia (46). La hiperinsulinemia asociada a la resistencia a la insulina es 

resultado de la combinación de un aumento en la secreción de insulina y de la reducción de 

la tasa de aclaramiento de ésta (47). La secreción aumentada de insulina en individuos 

resistentes a ésta, específicamente obesos, es debido a un aumento en la masa celular y a 

alteraciones en la expresión de enzimas claves del metabolismo de la glucosa. De esta 

; . 
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manera, se cree que la hiperinsulinemia es una consecuencia de una mayor afinidad de la 

hexocinasa (100 veces más que la glucocinasa) por la glucosa ocasionando la secreción de 

insulina a niveles de glucosa más bajos (48). 

Otra de las alteraciones en la insulina, que se presentan en diabéticos, puede deberse a 

problemas de autoinmunidad, factores genéticos (mutaciones en algún gen, relacionado con 

el desarrollo del páncreas o la activación del gen de insulina) y factores no genéticos 

(ambientales, por ejemplo: estilo de vida). 

DIABETES MELLITUS 

La diabetes mellitus se define como un síndrome caracterizado por la alteración en el 

metabolismo de carbohidrato s, cuya principal manifestación es la hiperglicemia. La 

diabetes mellitus es uno de los principales problemas de salud pública a nivel mundial; 

según la Organización Mundial de la Salud el promedio de prevalencia de diabetes es de 

aproximadamente el 5%, mientras que en México, según la Encuesta Nacional de Salud 

representa un 10.9% en personas mayores de 20 años (49). 

Los diez países con más casos en el mundo son por orden de frecuencia India, China, 

EUA, Rusia, Japón, Brasil, Indonesia, Pakistán, México y Ucrania, y se cree, que de 

continuar con esta tendencia, para el año 2025 México se encontrará en el séptimo lugar 

(50). 

Otro aspecto epidemiológico digno de mencionarse de la diabetes mellitus en México, es 

la proporción de individuos que desarrollan la enfermedad antes de los 40 años de edad, 

pues éstos tienen mayor riesgo al desarrollo de complicaciones, debido a que se encuentran 

expuestos a hiperglicemia por un periodo más prolongado comparado con aquellos que 

desarrollan la enfermedad a los 50 o 60 años (51). 

La principal causa por la que miembros inferiores por razones no traumáticas son 

amputados, es la diabetes, asimismo ésta es causa de complicaciones como la retinopatía e 

insuficiencia renal. La presencia de daños vasculares y macrovasculares, incrementa el 

costo del tratamiento de los pacientes más de tres veces y medio (51). 

El costo anual de tratamiento para un diabético bajo control, es entre $1,960 y $4,500 

pesos, basado en la compra de medicamentos, en 9 glucemias en laboratorio, 156 
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monitoreos de glucosa capilar, 12 consultas de médico general y 2 con especialista, y una 

serie de exámenes de laboratorio (CT, T, HDL Y EGO) (52). 

Complicaciones 

Como se mencionó anteriormente, las principales complicaciones que acompañan a la 

diabetes mellitus son la retinopatía, la nefropatía y complicaciones micro y 

macrovasculares. 

En el caso de la retinopatía se ha observado que durante los periodos de hiperglicemia, la 

excesiva producción y acumulación de polio les trae como consecuencia el desarrollo del 

tejido en el nervio óptico y cristalino del ojo. El desarrollo de la retinopatía diabética 

comprende cinco pasos: a) la formación de una microaneurisma (formación de redes y 

ramificaciones rojas de 15 a 60 Ilm de diámetro); b) aumento excesivo de la permeabilidad 

vascular; c) oclusión vascular; d) proliferación de nuevos vasos sanguíneos y tejido fibroso 

en la retina; y e) contracción de la proliferación fibrovascular y del humor vítreo. En el 

último paso, se presentan las hemorragias, cuya presencia reduce la posibilidad de llevar a 

cabo una cirugía de láser óptima (53). 

La nefropatía diabética se caracteriza por la presencia persistente de proteinuria. Existen 

diversos mecanismos que se han propuesto para explicar el desarrollo de la nefropatía, entre 

estos se encuentran, la generación de una toxicidad debido a la glucosa, la glicosilación no 

enzimática de proteínas celulares, reabsorción aumentada de sodio y el metabolismo 

anormal de lípidos (54). 

Entre los problemas que acompañan a la diabetes, las complicaciones micro y 

macrovasculares (incluyendo la enfermedad coronaria del corazón, paro cardiaco y 

enfermedad periférica vascular) son de gran importancia, pues son una de las principales 

causas de mortalidad entre pacientes con diabetes mellitus (55). 

Clasificación 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) y el Grupo Nacional de Datos de Diabetes 

(NDDG) han dividido a la diabetes mellitus en dos grandes grupos denominados insulino 

dependiente (DM tipo 1) y no insulino dependiente (DM tipo 2) (56). 
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Diabetes mellitus tipo 1 

La diabetes mellitus tipo 1 es causada por la destrucción de células P, con frecuencia por 

autoinmunidad, dando como resultado una deficiencia de insulina. Los agentes etiológicos 

que causan el proceso de autoinmunidad y destrucción de células P no se han establecido 

(54). 

Una de las primeras manifestaciones de este tipo de diabetes es la cetoacidosis, así como 

una moderada hiperglicemia que se puede convertir rápidamente en hiperglicemia severa, 

éstas en presencia de alguna infección (42). 

La diabetes mellitus tipo 1 se ha subdividido en dos clases, una autoinmune y una 

idiopática. La forma auto inmune, es crónica que se caracteriza por la destrucción celular 

autoinmune de las células P del páncreas. La diabetes mellitus tipo 1 tiene dos etapas: una 

primera denominada insulitis, que consiste en la invasión de leucocitos a los islotes~ y la 

segunda etapa, la diabetes, cuando la mayoría de las células han sido destruidas, y no hay 

suficiente producción de insulina para regular los niveles de glucosa en sangre, dando como 

resultado la hiperglicemia (57). 

Los marcadores de la destrucción celular, que son cruciales para el diagnóstico de este 

tipo de diabetes incluyen una serie de proteínas del islote que son blanco del sistema 

inmune, entre éstas se encuentran la insulina, la enzima ácido glutámico descarboxilasa 

(GAD) y las proteínas de membrana homólogas a las tirosin fosfatasas, IA-2 y IA-2p (58). 

Diabetes mellitus tipo 2 

La diabetes mellitus tipo 2 se caracteriza por un aumento constante de los niveles de 

glucosa en sangre, causada por una combinación de factores genéticos y no genéticos, que 

dan como resultado resistencia a la insulina y/ o deficiencia de la misma (54). 

En este tipo de diabetes es raro observar cetoacidosis, sin embargo, SIempre está 

acompañada de alguna infección. Uno de los mayores problemas de la diabetes mellitus 

tipo 2 es que el tiempo estimado entre la aparición de la hiperglicemia y el diagnóstico es 

entre 9 y 12 años, pues en sus primeras etapas las concentraciones de glucosa no son lo 

........................................................................................................................................................................ , ..•.•.•.•...................•.•.......•..... .; .•.................................•...•.......................•.............. , ..............•... ' .............................................. ' .•.............................•.......... , ..•...•.•.•.......................... , . , ....•............. 
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suficientemente elevadas para que se presenten los síntomas de una diabetes no controlada 

(59). 

Dentro de la diabetes mellitus tipo 2, se encuentra una variedad conocida como MODY 

(del inglés Maturity Onset Diabetes of the Y oung), la cual es genética y metabólicamente 

un tipo heterogéneo de diabetes mell itu s no insulino-dependiente, entre cuyas 

características se encuentran: un patrón de herencia autosómico dominante, una edad de 

aparición temprana (por lo general por debajo de los 25 años) y un defecto en la secreción 

de insulina estimulada por la glucosa, además es una condición monogénica, es decir, la 

herencia de una mutación simple en un gen puede causa diabetes tipo 2 (60). 

Dentro de los factores no genéticos de riesgo se encuentran el aumento de la edad, 

elevada ingesta calórica, sobrepeso, un estilo de vida sedentario; y últimamente el bajo peso 

del recién nacido ha recibido considerable atención; pues se ha encontrado una relación 

entre el crecimiento intrauterino y la aparición de diabetes, obesidad y varios factores de 

riesgo cardiovascular; así, bebés de bajo peso al nacer desarrollan una intolerancia a la 

glucosa y un aumento en la prevalencia de la diabetes tipo 2 posteriormente (61,62). 

En la actualidad han sido identificadas mutaciones en seis genes diferentes en pacientes 

con MODY (63), uno de los cuales corresponde a la enzima glucocinasa (MODY2). Los 

cinco restantes son factores de transcripción que controlan la expresión de los genes 

involucrados en la diferenciación del páncreas, el factor nuclear 4a de hepatocitos (HNF-

4a/MODY1); el factor nuclear la de hepatocitos (HNF-1a/MODY3); el factor 1 promotor 

de insulina (IPF-1/MODY4); el factor nuclear 1~ de hepatocitos (HNF-I~/MODY5) y por 

últi~o el factor 1 de neurodiferenciación (NeuroDI/MODY6) (64). 

HNF-4a1MODYl 

Este factor de transcripción es un miembro de la superfamilia de receptores de hormonas 

esteroides/tiroideas (65). Con seis dominios entre los que están el dominio central de unión 

al ADN con una estructura del tipo dedos de zinc y el dominio de unión al ligando ubicado 

en el extremo carboxilo terminal (66). El factor HNF-4a es un regulador corriente arriba 

(upstream) de la expresión de HNF-Ia (67), que se expresa en el hígado, riñón, intestino e 

islotes de Langerhans, además es un regulador positivo de genes involucrados en el 
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metabolismo de glucosa como el transportador de la glucosa 2 (GLUT2), la aldolasa B, la 

gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa y la piruvato cinasa (25). La deficiencia de HNF-

4a en humanos, afecta la biosíntesis de triglicéridos y apolipoproteínas y está asociada con 

una reducción del 50% de triglicéridos en suero y una reducción del 25% de la 

concentración en suero de apolipoproteínas AH, cnl y lipoproteína Lp(a) (68). 

Las mutaciones en este gen dan como resultado alteración en la síntesis y secreción de 

insulina, produciendo hiperglicemia severa, frecuente requerimiento de insulina, nefropatía 

y retinopatía, requiriendo frecuente suministro de insulina (69). 

Glucocinasa/MOD Y2 

La glucocinasa es una enzima que se expresa en las células pancreáticas y del hígado. 

Cataliza la transferencia de un grupo fosfato del A TP a la glucosa para producir glucosa-6-

fosfato, primer paso en el metabolismo de la glucosa. Controla la tasa de entrada de glucosa 

a la ruta glicolítica (70). Mutaciones heterocigotas en esta enzima llevan a alteraciones en 

la secreción de insulina asociadas con MODY, mientras que mutaciones homocigotas 

producen una deficiencia completa de la enzima dando como resultado diabetes mellitus 

neonatal (71). 

HNF-lalMODY3 

El factor de transcripción HNF-Ia es miembro de la familia de factores de transcripción 

tipo homeodominio. Se expresa en hígado, intestino, riñón y páncreas, regulando en éste 

último la expresión de insulina (72). Pacientes con mutaciones en el gen que codifica para 

este factor nacen euglicémicos y desarrollan células P defectuosas (73). Al igual que en la 

diabetes mellitus tipo 1, los pacientes presentan complicaciones micro y macrovasculares 

con retinopatía y nefropatía (74). 

lPF1IMODY4 

Es un factor de transcripción de tipo homeodominio que se encuentra involucrado en el 

desarrollo del páncreas y en la regulación de la transcripción de varios genes entre los que 

se está el de insulina, el de la glucocinasa, el del polipéptido amiloide y el transportador de 

glucosa (75). Mutaciones heterocigotas son asociadas con MODY, manifiestándose por 
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medio de la reducción de la respuesta de secreción de insulina a glucosa, que tiene que ver 

con un defecto en las rutas de señalización que regulan la secreción de insulina (76). 

HNF-l IJ/MODY5 

Es un factor de transcripción de tipo homeodominio que funciona como homodímero o 

heterodímero con HNF-la. Mutaciones en el gen que codifica para este factor de 

transcripción producen alteración en la síntesis y secreción de insulina, manifestándose 

como hiperglicemia severa con nefropatía y retinopatía asociadas (77). 

NEURODl/BETA2 (MODY 6) 

El factor de transcripción NeuroD l/BET A2 es una proteína básica hélice-asa-hélice 

(bHLH), que se expresa en el sistema nervioso central, intestino y páncreas. En el intestino 

NeuroD l/BET A2 activa la transcripción del gen que codifica para la hormona secretina 

(78). Asimismo, diversos estudios realizados en embriones de rana revelaron que 

NeuroD l/BET A2 es un factor de diferenciación en el desarrollo del sistema nervioso (79). 

También se ha demostrado que es un activador importante de la transcripción del gen de 

insulina y de glucagon, por lo que se encuentra involucrado en la regulación de éstas dos 

hormonas (80). NeuroDl/BETA2 es expresado durante el desarrollo del páncreas y en el 

páncreas adulto, principalmente en las células f3 . 

Tamimi y colaboradores clonaron el gen NeuroD a partir del cADN de cerebro fetal, 

utilizando al gen de ratón como base de comparación. El polipéptido de 357 aminoácidos 

compartía el 97% de identidad con el gen del ratón (era 100% en la región bHLH). De esta 

manera ellos encontraron que el gen NeuroD era idéntico al gen BET A2 de hámster que 

había sido clonado como gen de transcripción regulador de la producción de insulina (81). 

El papel de NeuroDl/BETA2 en el desarrollo pancreático es de gran importancia, y esto 

se ha confirmado en estudios con ratones, en los cuales se observó que aquellos con 

deleción homocigota nacen con displasia de las células f3 y falla severa del páncreas 

endocrino, desarrollando hiperglicemia y diabetes, muriendo finalmente por deshidratación. 

Mientras que aquellos ratones con deleción heterocigota mostraban una morfología del 
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islote alterada y defectos neuromotores, así como una reducción del número de células f3 

(22). 

El gen NeuroDI/BETA2 se localiza en el cromosoma 2q32 en humanos (81). Contiene 

dos exones, el exón 1 que codifica parte de una región 5' -no traducida y el exón 2 que 

codifica para 11 nucléotidos de la región 5' -no traducida y para los 356 aminoácidos de la 

proteína NeuroD 1, que tiene un peso de 45kDa (82). Estudios realizados por diferentes 

grupos en varias partes del mundo acerca del gen, han llevado al hallazgo de dos 

polimorfismos relacionados con éste (Tabla 3). El más común de estos polimorfismos es el 

atribuido a una conversión en la posición 45 de una alanina por una treonina (A45T), la 

cual ha sido asociada con diabetes tipo 1 en poblaciones japonesas (84, 85), mientras que 

en población francesa no se encontró alguna asociación entre dicho cambio y algunos de los 

dos tipos de diabetes (88). No obstante, en poblaciones americanas se encontraron dos 

mutaciones, la primera debida a la conversión de una arginina en la posición 111 por una 

leucina (RIIIL) en el dominio de unión al ADN, y la segunda por una inserción de una 

citosina en el tracto poli C en el codon 206 (histidina), dando como resultado un codón de 

paro en el aminoácido 242 (H206+C), ambas mutaciones han sido asociadas con diabetes 

tipo 2 en dicha población (87). De este modo en la tabla 3 también se puede observar, que 

las diferencias entre las diversas poblaciones son notables, pues mientras en Dinamarca se 

demostró por medio de la eficiencia transactivacional del gen NeuroDl/BETA2, que las 

variantes A45T y P197H son mutaciones (86), en otros países como Checoslovaquia y 

Japón, tomando en cuenta las frecuencias alélicas, se encontró que éstas no variaban entre 

diabéticos y controles, concluyendo que las variantes A45T y P197H no se asociaban con la 

aparición de diabetes mellitus ya sea tipo 1 o 2 (90) en el caso de Checoslovaquia, mientras 

en Japón se relacionó la variante A45T con la aparición de diabetes mellitus tipo 1(85, 84). 
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Tabla 3. Polimorfismos identificados en el gen NeuroDl/BETA2. 

Tipo de Referencia por año 
País Variante 

Diabetes (cita) 

Polonia Polimorfismo A45T 2 Malecki y col. 2003 (89) 

Checoslovaquia Polimorfismo A45T NA Cinek y col. 2003 (90) 
Polimorfismo P197H NA 

Polimorfismo Mochizuki y col. 2002 (85) 

Japón Polimorfismo A45T 1 Yamada y col. 2001(84) 

Mutación /wata y col. 1999 (83) 

Dinamarca Mutación A45T 1 Hansen y col. 2000 (86) 
Mutación P197H NA 

Mutación RIIIL 2 

Estados Mutación H206+C 2 Malecki y col. 1999 (87) 
Unidos Polimorfismo A45T NA2 

Polimorfismo P197H NA2 

Francia Polimorfismo A45T NA Dupont y col. 1999 (88) 

Abreviaciones: NA, no se encontró asociación alguna con ninguno de los dos tipos de diabetes; NA2, no se 

encontró relación con la diabetes mellitus tipo 2. Nota: en los casos en los que solo se menciona un tipo de 

diabetes, es porque no se han realizado los estudios para determinar la relación entre el polimorfismo o la 

mutación ya sea el caso, y el tipo de diabetes en cuestión. 

Como ya se explicó anteriormente la diabetes mellitus es uno de los principales 

problemas de salud, sobretodo debido a las complicaciones que la acompañan y a los costos 

que conlleva. Aunado a esto, la prevalencia de los diferentes subtipos de MODY varían 

enormemente entre las diferentes poblaciones. Es por todo lo mencionado anteriormente, 

que es necesario llevar a cabo estudios que nos permitan prevenir y tratar dicha 

enfermedad, ya sea implementando sistemas biológicos de evaluación farmacológica o 

diseños de manejo terapéutico. Asimismo, el conocimiento de la etiología que ocasiona la 

diabetes mellitus nos permitirá darle una mejor calidad de vida al paciente. 
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111. HIPÓTESIS 

Debido a que el fondo genético de las poblaciones es variable en las diferentes latitudes, 

se espera que el gen NeuroDI/BETA2 presente variantes polimórficas propias de la 

población mexicana. 
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IV. OBJETIVO 
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Objetivo 

. OBJETIVO 

Evaluar la variabilidad genéti del gen NeuroDI/BETA2 en población mexicana. 

OB ETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Evaluar molecularmente e gen NeuroDI en 20 sujetos control (40 alelos). 

2. Efectuar la correlación en re los resultados obtenidos con las variantes polimórficas 

y mutaciones reportadas e la literatura. 
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v. MATERIAL Y MÉTODOS 

CONTROLES 

Se recolectaron muestras de sangre de sujetos que servirían como controles, dichos 

sujetos se seleccionaron en base a las siguientes características: 

1. Edad mayor o igual a 50 años, sin distinción de sexo. 

2. Índice de Masa Corporal (!MC) ::; 25 

3. No tener antecedentes familiares de diabetes de al menos dos generaciones. 

Todos los controles llenaron una carta de aceptación, en la que daban su consentimiento 

de participación voluntaria en el proyecto (apéndice 2). 

El protocolo fue aprobado por el comité de Ética de Investigación en Humanos del 

Hospital Juárez de México. 

PRUEBAS BIOQUÍMICAS 

Para asegurar que los sujetos control contaban con valores normales para las pruebas 

bioquímicas, se les realizaron pruebas de glucosa, triglicéridos y colesterol, para las cuales 

se utilizaron estuches comerciales de Stanbio Laboratory. 

Glucosa 

La glucosa es oxidada en presencia de glucosa oxidasa (GOD) a ácido glucónico y 

peróxido de hidrógeno. El peróxido de hidrógeno formado, reacciona bajo la influencia de 

peroxidasa (POD) y 4-aminoantipirina para formar un complejo rojo violeta de quinona. La 

intensidad del color es proporcional a la concentración de glucosa. Las reacciones llevadas 

a cabo son las siguientes: 

Glucosa +02 
GOD ) Acido Glucónico + H 202 

H 202 + 4 - A min oantipirina + pHBS POD) Complejo de quinona 

Colesterol total 

El método utilizado se en basa la capacidad de la colesterol esterasa (CE) para hidrolizar 

los ésteres, produciendo colesterol libre y ácidos grasos. El colesterol libre así producido 
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más el colesterol preformado se oxidan en presencia de colesterol oxidasa (Cox) para dar 

colest-4-en-3-ona y peróxido de hidrógeno. Un cromógeno quinonaimina, con absorción 

máxima de 500nm, se produce cuando el fenol se acopla oxidativamente con 4-

aminofenazona, en presencia de peroxidasa (POD) con peróxido de hidrógeno. La 

intensidad del color rojo final es proporcional a la concentración total de colesterol. A 

continuación se muestran las reacciones: 

Ésteres de colesterol CE) Colesterol + Ácidos Grasos 

Colesterol + O2 COl:) Colest - 4 - en - 3 - ona + H 20 2 

H 202 + 4 - amin ofenazona + pHBS POD) 2H202 + o-quinoneimina colorido 

Triglicéridos 

La determinación de los niveles de triglicéridos, cuando se lleva a cabo en conjunto con 

otros ensayos de lípidos, proporciona una ayuda en el diagnóstico de hiperlipoproteinemia 

primaria y secundaria. También es útil para dar seguimiento a la diabetes mellitus, nefrosis, 

obstrucción biliar y varias anormalidades metabólicas que resultan de disturbios 

endocrinos. 

Esta prueba se basa en la acción de la lipasa sobre los triglicéridos produciendo glicerol y 

los ácidos grasos. 

En una segunda etapa el glicerol se fosforila por el adenosin-5'-trifosfato (ATP) para 

producir glicerol-3 fosfato (G3P) y adenosin-5' -di fosfato (ADP) en una reacción catalizada 

por la glicerol-cinasa (GK), de tal manera que: 

Glicerol + ATP OK) G3P + ADP 

La G3P es oxidada por la glicerolfosfato oxidasa (GPO) produciendo dihidroxiacetona 

fosfato (DAP) y peróxido de hidrógeno. 

OPO )DAP+H ° 2 2 
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Los peróxidos reaccionan con 4-aminoantipirina y 4-clorofenol bajo la influencia 

catalítica de la peroxidasa (POD) para formar una quinoneimina de color rojo. 

2H 202 + 4 - a min oantipirina + 4 - c/orofenol POD) quinonei min a + HCI + 4H 20 

DETERMINACIÓN DE HORMONAS 

Insulina 

Para la determinación de esta hormona se utilizó el estuche comercial de Diagnostic 

Systems Laboratories Inc. 

Se llevó a cabo un radioinmunoanálisis de fase sólida, donde la insulina marcada con 1251 

compite durante un tiempo fijo con la insulina de la muestra del paciente por sitios de unión 

al anticuerpo específico para la insulina. Debido a que el anticuerpo está inmovilizado en la 

pared de un tubo de polipropileno, la simple decantación de sobrenadante es suficiente para 

terminar la competencia y aislar la fracción de anticuerpo unido de la insulina marcada con 

el isótopo. La lectura del tubo en un contador gama, proporciona entonces, un número que 

se convierte por medio de una curva de calibración en una medida de la insulina presente en 

la muestra del paciente. 

Cálculos 

Primero se calcula la media de las cuentas de los tubos de unión no específica corregidas 

por minuto: 

Cuentas netas = (Media CPM) - (Media de CPM de unión no específica) 

Posteriormente se determina la unión de cada pareja de tubos como un porcentaje de la 

unión máxima, tomando las cuentas corregidas: 

. . , Cuentas netas 
Porcentaje de UnIon = x 100 

Cuentas netas de unión máxima 
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Utilizando papel gráfico logarítmico se representa el porcentaje de unión en el eje vertical 

frente a la concentración en el eje horizontal (logarítmico) para cada calibrador y se dibuja 

la línea que pase por los puntos. Los resultados de las muestras se pueden leer en la curva 

por interpolación. Los datos fueron graficados y calculados por el contador de 

radioactividad modelo Palkard. 

Glucagon 

Para la determinación de esta hormona se utilizó el estuche comercial de Diagnostic 

Products Corporation. 

Para esta hormona se realizó un radioinmunoanálisis secuencial. Después de preincubar la 

muestra del paciente con un anticuerpo anti-glucagon, el glucagon marcado con 1251 

compite con el glucagon de la muestra por los sitios de unión de los anticuerpos. Después 

de incubar por un tiempo determinado, la separación del glucagon unido del glucagon libre 

se logra mediante un método de doble anticuerpo acelerado por PEG, seguido de una 

centrifugación. Luego el precipitado que contiene la fracción unida al anticuerpo se lee en 

un contador gama y las concentraciones del paciente se leen de una curva de calibración. 

Cálculos 

Primero se calcula la media de las cuentas de los tubos de unión no específica corregidas 

por minuto: 

Cuentas netas = (Media CPM) - (Media de CPM de unión no específica) 

Posteriormente se determina la unión de cada pareja de tubos como un porcentaje de la 

unión máxima, tomando las cuentas corregidas: 

. . , Cuentas netas 
Porcentaje de umon = x 100 

Cuentas netas de unión máxima 

Utilizando papel gráfico logarítmico se representa el porcentaje de unión en el eje vertical 

frente a la concentración en el eje horizontal (logarítmico) para cada calibrador y se dibuja 

la línea que pase por los puntos. Los resultados de las muestras se pueden leer en la curva 
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por interpolación. Los datos fueron graficados y calculados por el contador de 

radioactividad modelo Palkard. 

EXTRACCIÓN DE ADN 

1. Se tomaron 20 rnL de sangre y se dividieron en dos alícuotas de 10 rnL cada una, en 

tubos con 200 J.LL de EDTA (0.5M pH 8.0). 

2. Sobre hielo, cada tubo se llevó a 35 rnL con solución Sacarosa Tritón 2X. 

3. Posteriormente se llevaron a 50 rnL con agua desionizada estéril. 

4. Se mezclaron por inversión y se dejaron reposar en hielo durante 10 minutos. 

5. Se centrifugaron (rotor Sorvall RT7) a 1000 g (aproximadamente 2000 rpm) 15 

minutos a 4°C. 

6. Se decantó el sobrenadante y se desechó. 

7. El botón obtenido se lavó con 5 rnL de solución Sacarosa Tritón 1 X. 

8. Se centrifugó 15 minutos a 4°C (se vio un pellet rosado). 

9. Al botón obtenido se le adicionaron 3 rnL de buffer de lisis nuclear, y se resuspendió 

el pellet con una pipeta Pasteur sellada. 

10. Se adicionaron 108 J.lL de SDS al 20% más 100 J.lL de Proteinasa K (5 mg/rnL), y se 

mezcló con la pipeta. 

11. Se incubó a 37°C toda la noche (Incubadora BT23, American Scientific Products) 

12. La mezcla anterior se transfirió a tubos cónicos estériles de 15 rnL Y se le agregó 1 rnL 

de Cloruro de sodio saturado, agitando por 15 segundos vigorosamente. 

13. Se centrifugó a 1000 g (aproximadamente 2000 rpm) 15 minutos. 

14. Se volvió a transferir con cuidado el sobrenadante a otro tubo cónico de 15 rnL. 

15. Se adicionaron dos volúmenes de etanol al 100% moviendo suavemente la pipeta. 

16. El ADN precipitado se extrajo con una pipeta Pasteur sellada y se lavó con etanol al 

70%, moviendo suavemente la pipeta. 

17. Se dejó secar completamente el ADN en la pipeta Pasteur (boca arriba) 

18. El ADN se depositó en aproximadamente 200 J.LL de buffer TE en un tubo eppendorff. 

19. Se dejó disolver el ADN a 37°C por 30 minutos. 

20. El ADN se cuantificó espectrofotométricamente (260/280nm). 
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DISEÑO DE OLIGONUCLEÓTIDOS 

Los oligos empleados se diseñaron de acuerdo a la secuencia reportada por Furuta y col. 

(82). 

Tabla 4. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación del exón 2 del gen NeuroDl1BETA2. 

Región Oligo (5'-3') Oligo (3'-5') Talla 

Exón 2-1 ACTTITCGCAAGCA TITGTACAGG CGCGITCAGTCCGTGCATGC 483pb 

Exón 2-2 ATGACTAAGGCTCGCCTGGA GGAGGCIT AACGTGGAAGAC 464pb 

Exón 2-3 AGTCCGCCITACGGTACCATG GACAGTCACTGTAAGCACAG 447pb 

1. Los oligos diseñados se centrifugaron por 15 segundos. 

2. Se reconstituyeron con 500 J.tL de agua dd. 

3. Finalmente se hizo una dilución 1 :200 y se cuantificaron espectrofotométricamente 

(260/280 nm), en un espectrofotómetro Perkin Elmer UV/ VIS Lambda 20. 

4. La talla de los oligos se comprobó por medio de un PCR, utilizando un marcador de 

100 pb en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio (1 J.tL en 50 rnL). 

REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR) 

Esta técnica es utilizada para amplificar un segmento de ADN específico in vitro, 

utilizando una ADN polimerasa, un templado de ADN genómico y oligonucleótidos 

específicos que flanquean el segmento a ser amplificado. 

La reacción consiste en una serie de ciclos, los que a su vez constan de tres pasos, cada 
uno: 

1) Desnaturalización del templado de ADN por medio de una elevación de la 

temperatura (94°C, 30 segundos). 

2) Alineamiento, en el cual los oligonucleótidos se hibridan específicamente con el 

templado de ADN (60°C, 30 segundos) 

3) Polimerización, los oligonucleótidos son extendidos mediante una ADN 

polimerasa (72°C, 30 segundos). 
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Metodología 

1. En un tubo eppendorff de 0.5 mL se mezclaron en el siguiente orden: 

Solución dNTP 1 mM 25~ 

Buffer 10X 25~ 

Oligo 5' 20~ 

Oligo 3' 20~ 

ADN genómico humano 1.0 J.1g 

ADN polimerasa termoestable 2.5 U 

DMSO 1.0 J.J.L 

Agua dd 15.5 J.1L 

2. Se colocaron los tubos con la mezcla de reacción en un termociclador (Mastercycler 

gradient Eppendortl). Corriéndose el programa para los tres exones. 

3. Los ácidos nucleicos se amplificaron mediante su desnaturalización, alineamiento y 

polimerización. En la tabla siguiente se muestra el número de ciclos y las 

temperaturas a las que se llevó a cabo. 

Número de Tiempo y temperatura Tiempo y temperatura Tiempo y temperatura 
ciclos de desnaturalización de alineamiento de polimerización 

30 ciclos 30 s a 94°C 30 s a 60°C 1 min a 72°C 

Ciclo final 1 min a 94°C 30 s a 60°C 1 min a 72°C 

4. Se tomó una muestra del ADN amplificado (5 J.J.L) a la que se le añadieron 3J.1L de 

buffer de carga (ver apéndice 1), y se analizó mediante una electroforesis, en un gel de 

agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etidio, utilizando un marcador de 100 pb. 
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ANÁLISIS POLIMÓRFICO CONFORMACIONAL DE CADENA 

SIMPLE (SSCP) . 

Para llevar a cabo los experimentos de la técnica de análisis polimórfico conformacional 

de cadena simple (SSCPs) se tomó como base lo reportado por Orita y col. (91). 

La sustitución de una sola base es suficiente para alterar la movilidad de una sola cadena 

de ADN que es sometida a electroforesis en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes. 

Dicha movilidad es atribuida a cambios conformacionales, resultantes de sustituciones, 

InserCIOnes o deleciones en una cadena del ADN. De este modo, se espera que la 

conformación de la cadena simple del ADN se vea afectada por factores como la 

temperatura del gel durante la electroforesis, la concentración del amortiguador y la 

presencia de agentes desnaturalizantes; es debido a esto que a se pueden observar un 

número de bandas variable, por ejemplo dependiendo del porcentaje de glicerol que 

contenga el gel. No obstante, se dice que esta técnica es empírica, ya que el número de 

bandas que se pueden observar es variable como se mencionó anteriormente (de 1-4 

bandas), dependiendo de las condiciones a las que se lleve a cabo la electroforesis, y sin 

seguir un patrón, así pues aunque se utilice siempre la misma concentración de glicerol, el 

número de bandas es diferente entre exones. 

El método se basa en la digestión del ADN por medio de enzimas de restricción, su 

desnaturalización y electroforesis en un gel de poliacrilamida. 

El análisis SSCP implica tres pasos: 

1. Amplificación de la región de interés mediante PCR 

2. Desnaturalización de los productos obtenidos en el PCR 

3. Electroforesis del ADN de cadena simple por medio de un gel a pH neutro. 

Metodología 

1. Las muestras de ADN se amplificaron mediante un PCR, agregando a cada tubo los 

reactivos y cantidades indicadas a continuación: 
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Solución dNTP 25 J.1M 

Buffer lOX 25 J.1M 

Oligo 5' 20 J.1M 

Oligo 3' 20 J.1M 

[a._32p] dCTP 0.5 JlL 

ADN genómico humano 1.0 ~g 

ADN polimerasa termoestable 2.5 U 

DMSO l.0 ~L 

Agua dd 15.0 JlL 

2. El PCR se verificó corriendo alícuotas de 5 ~L con 3 JlL de buffer de carga (apéndice 

1) en un gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio (1 JlL para 50 rnL). Todas 

las muestras debieron haber amplificado. 

3. Se tomaron 2 JlL de cada muestra y a cada una se le agregaron 28 JlL de solución de 

carga (apéndice 1) para SSCP. 

4. Se desnaturalizaron las muestras a 95°C durante cinco minutos y se dejaron reposar 

otros cinco minutos en hielo (éstas debieron desnaturalizarse una vez que los geles se 

encontraban polimerizados). 

5. Se prepararon los geles de poliacrilamida, con los reactivos y cantidades indicados en 

la tabla 1 del apéndice 1. 

6. Los vidrios se ensamblaron y se vertió el gel de poliacrilamida. 

7. Se dejaron polimerizar por 60 minutos a temperatura ambiente. 

8. Una vez pasado el tiempo de polimerización, se monta la cámara de electroforesis. 

9. Las cámaras se llenaron con buffer TBE IX, preparada a partir de la solución stock 

10X (apéndice 1). 

10. Se colocaron 3 JlL de cada muestra desnaturalizada en los pozos del gel, y se aplicó 

una corriente de 190V por 18 horas para geles sin glicerol y de 22 horas para geles que 

contenían glicerol. 
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11. Al término de la electroforesis, se transfirió el gel a un papel filtro Whatman 3MM, el 

cual se secó en un desecador (Gel Dryer GD2A, Labnet) por 60 minutos a 75°C. 

12. Finalmente, el gel se colocó en un cassette con pantallas intensificadoras y se expuso a 

una placa radiográfica Kodak (14 x 17 pulgadas) durante 4-16 horas a temperatura 

ambiente. Transcurrido el tiempo, se reveló la placa y se analizaron los resultados. Las 

muestras que mostraron un cambio de corrimiento electroforético fueron secuenciadas. 

SECUENCIACIÓN 

La técnica de Sanger utiliza la síntesis de ADN para generar fragmentos terminales en 

puntos específicos a lo largo de una secuencia blanco (Sanger y col. 1977) (92). 

El rompimiento de la secuencia de ADN va seguido de la introducción de 

dideoxinucleósidos trifosfatos (ddNTPs), análogos de nucleósidos, los cuales pueden ser 

sustituidos por deoxinucleósidos en una posición al azar durante la etapa de copiado de una 

de las hebras del ADN, así como también terminar la síntesis del ADN de manera 

específica. Utilizando los ddNTPs correspondientes a las bases nucleotídicas por separado 

en reacciones de síntesis, se pueden generar cuatro poblaciones de oligonucleótidos, que 

determinan cada posición en la hebra del ADN. Las bandas de ADN, por tanto pueden ser 

corridas en un gel por medio de una electroforesis, y la secuencia ser deducida a partir del 

orden de corrimiento de las bandas. 

Purificación de ADN 

Metodología 

1. Se amplificaron las muestras de ADN por medio de un PCR, a continuación se muestra 

una tabla con los reactivos y cantidades agregadas. 
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Solución dNTP lmM 

Buffer 10X 25J,tM 

Oligo 5' 40J,tM 

Oligo 3' 40J,tM 

DMSO 2 .0~ 

ADN genómico humano 1.01lg 

ADN polimerasa termoestable 5.0U 

Aguadd 31.5~ 

2.EI ADN obtenido se purificó en columnas Centricon 30 (Arnicon), para lo cual se colocó 

la muestra en la columna y se llevó a lrnL. 

3.Las muestras se centrifugaron a 7500 rpm (rotor Sorvall RC-5B) durante 30 min a 4°C. 

4. Se agregó 1 mL de agua dd a la columna y se centrífugo en las mismas condiciones. 

5.La columna se invirtió sobre un tubo cónico y se centrífugo a 4 000 rpm durante cinco 

minutos. 

6.EI producto obtenido se cuantificó espectrofotométricamente, y se corrió una alícuota de 

5 ~ en un gel de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio. 

Secuenciación 

Metodología 

1.Para llevar a cabo la secuenciación se utilizó el estuche de secuenciación de 

Termosecuenasa (a.}3p) de Amersham. En cada tubo de reacción se colocaron los 

siguientes reactivos: 
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Didesoxinucleótidos marcados reactivamente «l-
33p) (ddATP, ddCTP, ddGTP y ddTTP a 0.225JlCi 

ADN purificado 

Termosecuenasa ADN polimerasa 

Buffer reactivo 

DITP Master Mix 

Oligonucleótido cebador L 

Aguadd 

7.5 J..LM 

3.0 fmol 

8U 

25 J..LM 

7.5 J..LM 

20 J..LM 

12.2 J..LL 

2.En la siguiente tabla se muestra las temperaturas y tiempo a las que fueron sometidas 

las reacciones. 

Paso Tiempo Temperatura 

1 30 s 95°C 

2 30 s 60°C 

3 1 min 72°C 

Nota: En cada ciclo se repiten estos tres pasos. 
El número de ciclos es de 35 . 

3.A1 finalizar las reacciones, se adicionaron a cada tubo 4 J..LL de solución stop (apéndice 

1) para detener la reacción. 

4. Las muestras se desnaturalizaron a 70°C durante cinco minutos. 

5. Se prepararon geles de acrilamida-urea y se dejaron polimerizar por 60 mm (la 

preparación de los geles se encuentra en el apéndice) 

6.Los geles se montaron en las cámaras de electroforesis, utilizándose buffer TTE 

(apéndice 1) para correrlos, precalentando las cámaras a 1 800V, hasta llegar a 50°C. 

7. Se tomaron 3 J..LL de cada muestra y se depositaron en cada pozo de los geles. Se corrió 

la electroforesis a 1 800V por hora y media en cada corrida, realizándose dos corridas. 

S.Los geles se transfirieron a papel Whatman 3MM, y se secaron durante 60 min a 75°C. 

- 40-



Material y Métodos 

9.Los geles adheridos al papel se expusieron a placas de rayos X en cartuchos con 

pantallas intensificadoras. Se dejaron a temperatura ambiente de 12-16 horas y se 

revelaron las placas. 

10. Se leyeron las secuencias del exón y se compararon con la secuencia reportada en el 

banco de genes, reportada por Furuta y col. (82). 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

A los resultados obtenidos de las pruebas bioquímicas se les realizó el análisis de t de 

student, considerándose un valor de p menor o igual a 0.05 significativo. 
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VI. RESULTADOS 

A cada uno de los sujetos controles se les tomó la medida de cintura y cadera (índice 

cintura/cadera), ya que según literatura reportada, podria existir una tendencia en la 

aparición de diabetes tipo 2 en sujetos obesos, dependiendo de este índice. También se 

calculó el !MC para cada sujeto, a partir de su peso y su estatura. A continuación se 

presenta la tabla con los resultados para cada control. 

Tabla 5. Datos de sujetos control. 

Característica X±SD 

Edad (años) 59.9 ± 10.05 

Peso (Kg) 62.20 ± 7.74 

Talla (m) 1.592 ± 0.07 

!MC (Kg/cm2
) 24.53 ± 2.46 

ICC 0.859± 0.06 

No. de 
sujetos (N) 

20 

20 

20 

20 

20 

Abreviaciones: IMC, índice de masa corporal; ICC, índice cintura cadera. 

Posterior a esto a todos los sujetos control se les realizaron las pruebas bioquímicas, en 

la siguiente tabla se muestran los resultados. 

Tabla 6. Perfil bioquímico de los sujetos control 

Prueba Bioquímica X±SD 
No. de Valores de 

Sujetos (N) Referencia 

Glucosa (mg/dL) 85.84 ± 9.58 20 110-65 (mg/dL) 

Colesterol (mg/dL) 169. 18 ± 31. 00 20 140-200 (mg/dL) 

Triglicéridos (mg/dL) 167.17 ± 66.23 20 50-200 (mg/dL) 

En las figuras que se presentan a continuación, se muestra una comparación hecha con 

los valores obtenidos de las pruebas bioquímicas para los controles, los valores de 

referencia y los resultados de veinte diabéticos tomados al azar (los valores de referencia y 
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de diabéticos fueron tomados del Hospital Juárez de México). Las figura 5, 6 Y 7 muestran 

las concentraciones para glucosa, colesterol y triglicéridos respectivamente, obtenidos en 

los grupos evaluados, aSÍ, como se puede observar, para los tres casos, la diferencia entre 

los valores de los sujetos control y los valores de referencia no es significativa, mientras la 

diferencia entre los valores de los sujetos control y los valores de diabéticos, la diferencia sí 

es significativa. 

400 

300 

....J 
:o a, 200 

E 

100 

Controles 

GLUCOSA 

Valores de 
Referencia 

Diabéticos 

Fig. 5. Gráfico con los valores de glucosa de controles, diabéticos y valores de 

referencia. A los datos se les hizo una t de student, * p < 0.05 Controles vs. Diabéticos. 
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Fig. 6. Gráfico con los valores de colesterol de controles, diabéticos y valores de 

referencia. A los datos se les hizo una t de student, * p < 0.05 Controles vs. Diabéticos. 
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Fig. 7. Gráfico con los valores de triglicéridos de controles, diabéticos y valores de 

referencia. A los datos se les hizo una t de student, * p < 0.05 Controles vs. Diabéticos. 
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Respecto a las determinaciones hormonales a cada sujeto control se le determinó la 

concentración circulante de insulina y glucagon. Los resultados se muestran a continuación. 

Tabla 7. Perfil hormonal de los sujetos control 

Hormona X±SD 
No. de Valores de 

Sujetos (N) Referencia 

Insulina (pg/rnL) 5.05 ± 3.37 20 3-6 (pg/rnL) 

Glucagon (pg/rnL) 70.3 ± 23.81 20 59-177 (pg/rnL) 

EXTRACCIÓN DE ADN 

Al ADN extraído se le determinó la pureza y la concentración 

espectrofotométricamente, dando los valores mostrados en la tabla que se presenta a 

continuación: 

Pureza 

Concentración (llg/rnL) 

X±SD 

1.864 ± 0.09 

1.139 ± 0.46 

CUANTIFICACIÓN DE OLIGONUCLEÓTIDOS 

Se comprobó la talla de los oligonucléotidos, mediante un PCR, los productos de la 

reacción se corrieron en un gel de agarosa al 1 %, utilizando un marcador de 100 pb. La 

figura 8 muestra un ejemplo tipo de la foto (el gel se observó por medio de luz UV) del 

corrimiento electroforético de los productos del PCR al que se sometieron los 

oligonucléotidos. En el carril 1 y 2 se depositó el producto de la reacción del exón 2-1 (483 

pb), mientras que en el carril 3 y 4, el producto de la reacción del exón 2-2 (464 pb) y, 

finalmente en los carriles 5 y 6, se depositó el producto de la reacción correspondiente al 

exón 2-3 (447 pb) . 

....................•.•.•.......................................•.....•...•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.•.......................................•...•.....•.•.•.•.•.•...•.•.•.•..... " .................................................................................................................................................................................................................................................................................... . 
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487 pb 

Resultados 

464 pb 

447 pb 

Fig. 8. PCR para probar la talla de los exones. La figura muestra en los carriles 1 y 2 la talla 
correspondiente al exón 2-1(487 pb); en los carriles 3 y 4la talla correspondiente al exón 2-2 (464 
pb) ; Y por último, en los carriles 5 y 6 la talla correspondiente al exón 2-3 (447 pb). 

AMPLIFICACIÓN DE MUESTRAS CONTROL 

Se llevó a cabo la amplificación de las muestras para cada exón, en la figura 9 se 

observa un ejemplo tipo de una foto del corrimiento electroforético de los productos de la 

reacción del PCR para cada una de las muestras amplificadas (muestras C-6 a la C-20). Los 

productos fueron corridos en un gel de agarosa al 1 %, teñido con bromuro de etidio. 

464pb~ 

Fig. 9. Amplificación del exón 2-2 para las muestras de los controles. 
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ANÁLISIS POLIMÓRFICO CONFORMACIONAL DE CADENA 

SIMPLE (SSCP) 

Para cada exón se realizaron cuatro SSCPs, variando la concentración de acrilamida del gel: 

con 5.4% de acrilamida con y sin glicerol, y con 8.0% de acrilamida con y sin glicerol. Los 

geles que no contenían glicerol corrieron por 18 h a 200V, mientras que los que contenían 

glicerol corrieron por 22 h a 200V. 

Para el exón 2-1 se observan (Fig. 10 panel A) claramente dos patrones de migración 

diferentes, éstos se encuentran indicados por las flechas; así, en el carril correspondiente a 

la muestra del control C11 se observan tres bandas, mientras que en el correspondiente al 

control C 1 O sólo se observan dos bandas. En el panel B también se observan dos patrones 

de migración, presentándose dos y tres bandas, las flechas indican los dos patrones 

presentes. En el panel C y D no se observan cambios, es decir, todas las muestras tienen el 

mismo patrón de migración. 

Con respecto al exón 2-2 en la figura 11 se muestran las placas de las SSCPs realizadas. 

Los carriles indicados por las flechas (panel A y C) correspondientes a la muestra C3, 

muestran un patrón de migración diferente, indicando con ello un cambio en una base. No 

obstante, en los paneles B y D las muestras presentan el mismo corrimiento electroforético. 

La figura 12 muestra los resultados de las SSCPs obtenidas para el exón 2-3, presentándose 

un patrón de migración diferente en el carril correspondiente a la muestra C 17 (panel A y 

B) indicado por la flecha (la segunda banda es más ancha que las demás). Las SSCPs 

realizadas en un gel al 8.0% de acrilamida con y sin glicerol no mostraron cambios en el 

patrón de migración (paneles C y D). 
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SSCP, Exón 2-1 

5.4 % con glicerol 1 1 A 

C1 C3 C4 C5 C6 C7 cs C9 C10 C2 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C1S C19 

5.4010 sin glicerol B 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 cs C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 

8.00/0 con glicerol e 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 cs C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 

8.0% sin glicerol D 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 CS C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 

Fig. 10. Análisis SSCP del ADN de los controles correspondiente al exón 2-1 del gen NeuroD1. En 

lafigura se muestran las SSCPs obtenidas: (A) 5.4% con glicerol. (B) 5.4% sin glicerol. (C) 8.0% 

con glicerol. (D) 8.0% sin glicerol. Las flechas indican los diferentes patrones de migración. 
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SSCP, Exón 2-2 

5.4 % con glicerol A 

C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C1 C2 C3 C4 C5 

5.4 % sin glicerol B 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 

8.0% con glicerol e 

8.00/0 sin glicerol D 

C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C16 C17 C18 C19 C20 C1 C2 C3 C4 C5 

Fig. 11. Análisis SSCP del ADN de los controles correspondiente al exón 2-2 del gen NeuroDl. En 

lafigura se muestran las SSCPs obtenidas: (A) 5.4% con glicerol. (B) 5.4% sin glicerol. (C) 8.0% 

con glicerol. (D) 8.0% sin glicerol. Las flechas indican el patrón de migración diferente. 

- 50-



Resultados 

SSCP, Exón 2-3 

5.4 % con glicerol A 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C17 C18 C19 C20 C13 

5.4 % sin glicerol B 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C17 C18 C19 C20 

8.0% con glicerol C 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C17 C18 C19 C20 

8.0% sin glicerol D 

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 ca C9 C10 C11 C12 C13 C14 C15 C17 C18 C19 C20 

Fig. 12 Análisis SSCP del ADN de los controles correspondiente al exón 2-3 del gen NeuroDl .. 

En la figura se muestran las SSCPs obtenidas: (A) 5.4% con glicerol. (B) 5.4% sin glicerol. (C) 

8.0% con glicerol. (D) 8.0% sin glicerol. Las flechas seftalan el patrón de migración diferente. 
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SECUENCIACIÓN 

De acuerdo a los resultados de las SSCPs se seleccionaron aquellas muestras que 

presentaran un patrón de migración diferente para secuenciarlas y con ello determinar el 

cambio de base en dichas muestras. En la figura 13 se observa la secuenciación manual, 

para las muestras ClO y C11 (exón 2-1), C3 (exón 2-2) y por último C17 (exón 2-3). 

Asimismo se corroboraron los resultados obtenidos por medio de una secuenciación 

automatizada (figuras 14, 15, 16 Y 17), en las cuales se muestra el cambio de base por 

medio de una N de color rojo encerrada en un rectángulo. 

La secuencia obtenida para la muestra ClO (Fig. 14) corresponde a la secuencia listada 

en el Banco de Genes con número de acceso AF045152, por 10 que se puede observar 

claramente al compararse con la obtenida para la muestra C11 (Fig. 15) el cambio de base 

en ésta última de una guanina por una adenina en el codón 45. 

En el caso de la muestra C3, la secuencia obtenida se comparó con la secuencia listada 

en el Banco de Genes con número de acceso AF045152, encontrándose el cambio de una 

guanina por una adenina en el codón 119, que corresponde al exón 2-2 (Fig. 16). 

Por último, con respecto a la muestra C17, al compararse la secuencia obtenida con la 

reportada (ésta listada en el Banco de Genes con número de acceso AF045152), se observó 

un cambio de una citosina por una guanina en el codón 350 correspondiente al exón 2-3. 
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Fig. 13. Secuenciación manual del gen NeuroDliBE TA 2. 

Secuenciación de las muestras que presentaron un cambio 

electroforético en las SSCPs. El gel al 6% de poliacrilamida se 

corrió por 3 h a 1800V Las muestras de los controles 10 y 11, 

corresponden al exón 2-1 del gen NeuroDlIBETA2. Los controles 

C-3 y C-17, corresponden a los exones 2-2 y 2-3 respectivamente. 
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Fig. 16. Secuenciación automatizada de la muestra C3 correspondiente al exón 2-2 del gen NeuroDl/BETA2. 
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Fig. 17. Secuenciación automatizada de la muestra C17, exón 2-3 del gen NeuroDlIBETA2. 
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VII. DISCUSIÓN 

Como se sabe, la diabetes mellitus es un problema grave de salud pública, las 

estadísticas lo muestran, pues las cifras de personas enfermas se incrementa día con día 

(50). Esto podría deberse principalmente a que el diagnóstico no se realiza de la manera 

adecuada, debido a que individuos que se encuentran en la etapa inicial de la diabetes 

mellitus tipo 2 MODY, presentan niveles de glucosa ligeramente altos, pero no lo suficiente 

como para presentar síntomas clínicos, como consecuencia transcurre un periodo de tiempo 

prolongado antes de que se diagnostique la enfermedad (51). A esto se le suma la aparición 

de diabetes a edades cada vez más tempranas y los factores genéticos predisponentes, éstos 

últimos de gran importancia, pues se sabe que se encuentran directamente relacionados con 

la aparición de la diabetes mellitus tipo 2. Es por estas razones, que en el presente trabajo se 

incursionó en el área molecular de la diabetes, pretendiendo con ello, sentar las bases 

moleculares de dicha enfermedad, esperando lograr una mejor comprensión de los 

mecamsmos de la misma, que ayudará a proponer tratamientos alternativos y de 

prevención. 

Así, como se mencionó anteriormente, lo primero que se realizó fue la recolección de 

muestras sanguíneas de sujetos que cumplían con ciertas características. El primer criterio 

de exclusión tomado en cuenta, fue la edad pues sólo se incluyeron en el proyecto personas 

mayores de 50 años. En la tabla 5, se muestra que la edad promedio de los individuos fue 

de 59.9 ± 10.05 años, garantizando con ello que los sujetos no presentaron diabetes mellitus 

tipo 2 MODY, ya que como sabemos, la edad de aparición de este tipo de diabetes es 

generalmente alrededor de los 25 años o menos (60). El segundo criterio de exclusión fue el 

IMC, los sujetos con un IMC por arriba de 28 Kg/m2 no fueron tomados en cuenta, así, se 

obtuvo un valor promedio de 24.53 ± 2.46 Kg/m2
. El IMC tiene un papel importante, ya 

que aquellos individuos con un IMC mayor a 30 Kglm2
, presentan obesidad, factor que 

influye en la manifestación de la diabetes mellitus y que además ocasiona resistencia a la 

insulina (93), lo cual interferiría con el estudio. El tercer criterio de exclusión, y 

probablemente el de mayor importancia, fue la herencia familiar, excluyéndose aquellos 

sujetos que tuvieran padres y abuelos que presentaran diabetes mellitus, pues una de las 

características principales del tipo MODY es que tiene un carácter hereditario autosómico 

~.'." "" ~.' ....... :.:.').'.'.:.: .. .:.'.'.:.:.'.'.'.'.' .... :.: ... : ...... .'.'.! ......... .: .... .: ... '.: ... '.'.~ .... :).l.'.'.l.','.'.'.'.'.'.'': .. lJ,:,:,: .. ,l.l.~~l.l.l ... : .. ,:.1 .......... '.1.1.').'.1.1.' .. .:.'.' •.... 1.l.1.: ... ) .... ).1.1 ..... :.:.: ..... ' ... I.'.-.'.'.l.:.'.l.l.l.'.'.'.l'!.:':.l.!.-.l.'.'.l,',','.!.-,:.'.'.' .... ' ... l.:,: ... l.,:~ .. ~~,: .. ,:) •.. J •.• l ..... w. ... .: ..... ~~~);'l:.).l.'.:.'.1.1 ... 1 ...... :.: ..... ~~':~ 
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dominante (60). Cabe mencionar, que a los sujetos control también se les tomaron medidas 

de cintura y cadera, con las cuales se calculó el índice cintura-cadera (ICC), pues en 

estudios recientes, este índice se ha asociado con la aparición de diabetes mellitus tipo 2, 

específicamente, se ha encontrado que personas con familiares que padecen este tipo de 

diabetes tienen un ICC mayor, comparado con aquellos sujetos que no tienen familiares que 

padezcan diabetes mellitus tipo 2 (lCC>0.9) (94). Para este caso el promedio de ICC 

registrado fue de 0.859 ± 0.06. 

Asimismo para descartar cualquier tipo de desvío en los resultados, a los sujetos control 

se les realizaron pruebas bioquímicas y hormonales. Con respecto a las pruebas 

bioquímicas, no se encontraron diferencias significativas entre los valores obtenidos para 

los controles y los valores de referencia registrados en el hospital. Esto se observa 

claramente en las figuras 5, 6 Y 7, las cuales muestran una comparación entre los valores 

registrados de diabéticos, los valores de referencia y los valores obtenidos para los sujetos 

control. Así, se puede observar que la dispersión de los valores de las pruebas de glucosa y 

colesterol para los sujetos control es menor que la obtenida para los valores de referencia, 

lo cual se explica debido a que los sujetos control fueron seleccionados bajo criterios más 

específicos (edad, IMC, ICC). No obstante, es necesario hacer notar que entre los valores 

de los sujetos control y los valores de diabéticos existe una diferencia significativa, lo que 

se hace evidente en las gráficas mostradas en las figuras. En cuanto a las pruebas 

hormonales, en ambos casos se puede observar que el promedio de los valores obtenidos 

para los sujetos control, se encontró dentro del intervalo de valores de referencia, lo que 

concuerda con los valores obtenidos para glucosa, pues una alteración en cualquiera de las 

dos hormonas, daría como consecuencia una variación en dichos valores. 

Una vez que se hizo la selección de los sujetos control, se llevaron a cabo los PCRs, 

correspondientes a cada exón. Posteriormente, se realizó el análisis polimórfico 

conformacional de cadena simple (SSCP) seguido de una secuenciación, con la finalidad de 

identificar los polimorfismos presentes en las muestras. La ventaja de estas técnicas es que 

se pueden identificar polimorfismos y mutaciones puntuales en una variedad de posiciones 

en fragmentos de ADN (91). Asimismo, la importancia de realizar este experimento radica 

en el hecho de que los polimorfismos diferencían a un individuo de otro, pues todos 

tenemos el mismo material genético que codifica para proteínas que llevan a cabo las 
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mismas funciones en todos los individuos, no obstante esos cambios en una sola base 

denominados SNPs, son los que nos dan individualidad. De esta manera, los resultados 

obtenidos de la SSCP se muestran en la figuras 10, 11 Y 12, mostrándose en el exón 2-1, 

dos tipos diferentes de patrones de migración, así en uno de ellos se observan dos bandas, 

mientras que en el otro se observan tres bandas. Ya que aproximadamente en la mitad de 

los sujetos control se presentó el mismo patrón de migración, esta variante es de alta 

prevalencia. En el caso de los exones 2-2 y 2-3, se diferenciaron dos patrones de migración, 

al igual que en el caso anterior (Fig. 11 Y 12), sin embargo, el patrón de migración diferente 

sólo se observó en una muestra, a diferencia del exón 2-1, por lo que se infiere que éste 

último tienen una baja prevalencia. 

Una vez identificadas las muestras con patrón de migración diferente mediante SSCP, 

éstas se secuenciaron, para determinar qué base correspondía a cada patrón de migración. 

Así, para la muestra correspondiente al control C 11 del exón 2-1, se encontró un cambio de 

una guanina por una adenina en el codón 45, hecho que se corroboró con los resultados de 

la secuenciación automatizada. Dicho cambio se puede observar en la figura 15, la cual, al 

compararse con la secuencia de la figura 14, que corresponde a la secuencia reportada por 

el Banco de Genes, hace evidente el polimorfismo encontrado A45T. De este modo, al 

producirse el cambio de una alanina por una treonina, se altera la secuencia de 

aminoácidos, sugiriendo con esto además, que puede existir una alteración en la 

conformación de la proteína, debido a la sustitución de un aminoácido no polar (alanina) 

por uno polar (treonina). Dado que los resultados se obtuvieron de sujetos sanos, se deduce 

que el cambio A45T puede ser una variante que confiera susceptibilidad pero no una 

mutación verdadera como lo mencionan ciertos reportes (83, 86, 87, 90). Así también, 

debido a que este cambio fue reportado en otros países como se mencionó anteriormente, se 

puede decir que la variante polimórfica A45T del gen NeuroDl/BETA2 tiene una amplia 

distribución entre las diferentes poblaciones. 

Con respecto a la sustitución de una guanina por una adenina, en el codón 119, que 

corresponde a la muestra C3 para el exón 2-2, ésta no produce algún cambio en la 

secuencia de aminoácidos. En cuanto a la muestra C17, para el exón 2-3, se encontró una 

sustitución de una citosina por una guanina, y al igual que en el caso anterior dicha 

sustitución no produjo alteraciones en la secuencia de aminoácidos . 
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Finalmente, para poder definir si la variante polimórfica A45T presente en población 

mexicana se trata de un producto de migraciones poblacionales o si en realidad está 

ampliamente distribuida en el mundo, es necesario realizar otros estudios, que involucren a 

comunidades indígenas mexicanas y a un mayor número de sujetos control, así como 

también realizar estudios con sujetos diabéticos . 
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VIII. CONCLUSIONES 

• En conclusión, se encontraron tres cambios, uno para cada exón. Dos de estas 

variantes polimórficas, no causaron alteración en la secuencia de aminoácidos de la 

proteína (exones 2-2 y 2-3). Mientras que el hallado en el exón 2-1, correspondiente 

a la sustitución de una guanina por una adenina en el codón 45, sí ocasionó una 

alteración en la secuencia de la proteína, ya que una alanina es sustituida por una 

treonina . 

• Dado que los resultados fueron obtenidos en sujetos control, el cambio A45T 

corresponde a un polimorfismo que puede o no conferir susceptibilidad. Asimismo, 

el haber encontrado esta variación aproximadamente en la mitad de la población 

analizada indica que se trata de una variante polimórfica de alta prevalencia. 

Adicionalmente, al haberse reportado en diversos países, se puede decir que se trata 

de una variante polimórfica ampliamente distribuida en el mundo . 
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Extracción de ADN 

Etanol al 100% 

Sacarosa Tritón 2X 

Sacarosa (Gibco BRL) 

Tris-base (USB) 

MgCh (Sigma) 

Tritón 100X (Sigma) 

219 g 0.64 M 

2.42 g 0.02 M 

2.03 g 0.01 M 

lOrnL 

Llevar a 1L, pH 7.6, filtrar con membrana y almacenar a 4°C. 

Buffer de Lisis Nuclear 

Tris-base (Sigma) 

NaCl (Baker) 

Na2EDTA (Pro mega) 

1.21 g 10 mM 

23.40 g 400 mM 

0.75 g 2 mM 

Llevar a 500 rnL Y esterilizar, almacenar a temperatura ambiente. 

Buffer TE 

TrisCl (Gibco BRL) 

EDTA (Gibco BRL) 

Aforar a 100rnL. 

Cloruro de Sodio saturado 

1 rnL 10 mM, pH 8.0 

200 ).!L 0.5 M, pH 8.0 

Apéndice 1 

Disolver 35 g de cloruro de sodio en 100 rnL de agua bidestilada. Solubilizar lo más 

posible, quedando una capa de al fondo. Almacenar a temperatura ambiente. 

Proteinasa K 

Se disuelve la cantidad de proteinasa K necesaria para obtener una concentración final de 

50 mgllO rnL. 

SDSaI20% 

SDS (Sigma) 20 g 

Disolver en 100 rnL de agua bidestilada, almacenar a temperatura ambiente. 
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Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Soluciones y Buffers 

Buffer 10X 

Solución dNTP (20 mM), la cual contiene los cuatro dNTPs (pH 8.0) 

Enzimas 

DNA polimerasa termo estable (Taq ADN polimerasa) 

Geles 

Gel de agarosa 

Acidos Nucleicos y Oligonucleótidos 

ADN genómico humano (disuelto en solución TE a 10 J.lglrnL, pH 7.6) 

Primers (dirección 5'~3' y 3'~5') a 20 J.lM cada uno, en solución TE (pH 7.6) 

Equipo especial 

Termociclador 

Solución dNTP 

Apéndice 1 

En un tubo eppendorf colocar 25 J.lL de cada uno de los dNTPs (dCTP, dATP, dTTP Y 

dGTP), aforar a 400 J.lL. Almacenar a -20°e. 

Análisis Polimórfico Conformacional de Cadena Simple (SSCP) 

Soluciones y Buffers 

Buffer para electroforesis TBE 10X 

Solución dNTP (grado PCR), la cual contiene los cuatro dNTPs, cada uno a una 

concentración de 1 mM (PH 7.0) 

Geles 

Acrilamida: Bisacrilamida (29: 1 % w/v) 
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Persulfato de Amonio (10% w/v) (USB) 

Glicerol (Gibco BRL) 

TEMED (N, N, N', N'-tetrametiletilendiarnina) 

Compuestos Radioactivos 

[a_32p] dCTP (3000 Cilrnmol, 10 mCilmL) 

Equipo especial 

Cámaras de electroforesis 

Termociclador 

Secador de geles 

Papel filtro Whatman 3MM 

Buffer TBE 10X 

Tris Base 

Ácido Bórico (Gibco BRL) 

EDTA 0.5M (pH 8.0) 

108 g 

55 g 

40rnL 

Aforar a 1000 mL Y flitrar. Almacenar a temperatura ambiente. 

Acrilamida al 30% 

Acrilarnida (Gibco BRL) 

Bisaclilarnida (Sigma) 

Agua 

29 g 

1 g 

100 rnL 

Apéndice 1 

Calentar a 37°C para disolver y filtrar. Almacenar a temperatura ambiente (dura máximo 

tres meses). 

Solución dNTP 

En un tubo eppendorf colocar 25 f.lL de dATP, dTTP Y dGTP, Y 12.5 f.lL de dCTP, aforar a 

400 f.lL. Almacenar a - 20°C. 

Solución de carga para SSCP (para 10 mL) 

Azul de bromofenol 0.25% (Golden-Bell) 25 mg 
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Cianol-Xileno 0.25% (E. L.) 

Ficol 400 000 15% 

= 

25 mg 

1.5 g 

Aforar a 10 rnL con agua dd. Filtrar con flitro de 0.45 !-lm y hacer alícuotas. 

Apéndice 1 

Tabla 8. Reactivos y cantidades necesarias para preparar el gel de acrilamida: bisalcrilamida 

(29: 1 % w/v)deseado. 

Reactivo Gel al 5.4% Gel al 8.0% Gel al 5.4% Gel al 8.0% 
con glicerol con glicerol sin glicerol sin glicerol 

Agua dd 51.3 mL 42.6 mL 61.3 mL 52.6 mL 

Glicerol 1O.OmL 10.0 mL 

TBE5X 20.0mL 20.0mL 20.0mL 20.0mL 

AcrilamidalBisacrilamida 18.0 mL 26.7 mL 18.0 mL 26.7 mL 

Persulfato de amonio 0.7mL 0.7mL 0.7mL 0.7mL 

TEMED 35 flL 351lL 351lL 35 flL 

Nota: antes de agregar el persulfato de amonio y el TEMED, la solución se tiene que mezclar 

perfectamente y desgasificar (al vacío) por cinco minutos. 

Secuenciación 

Solución TTE 

Tris Base 

Taurina (Sigma) 

Na2EDTA2H20 

108 g 

36 g 

2g 

Llevar a 1 L con agua dd y esterilizar por filtración o autoclave. 

Gel de acrilamida al 6% para secuenciación 

Acrilamida 5.7 g 

Bis-Acril 0.3 g 

Urea (Gibco BRL) 4.2 g 

TIE 10X 10rnL 

Agua dd 45rnL 
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Para 600 rnL, se adicionan 600 JlL de PSA al 10% Y 15 JlL deTEMED. 

Solución Stop 

Formamida 

EDTA 

95% 

20rnM 

Azul de bromofenol 0.05% 

Cianol-Xileno 0.02% 
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA 

PARTICIPAR EN LA INVESTIGACIÓN. 

Apéndice 2 

EVALUACIÓN DEL POLIMORFISMO DEL GEN NEURO DI EN 

POBLACIÓN MEXICANA. 

México, D. F. 

A quien corresponda: 

Yo, eV la abajo suscrito/ .... a ______________________ _ 

de __ años de edad, en forma libre y voluntaria acepto participar en el estudio 

"Evaluación de Polimorfismo en el gen Neuro DI en Población Mexicana" que se llevará a 

cabo en el Hospital Juárez de México y la Facultad de Química de la UNAM, y cuyo 

objetivo es identificar el polimorfismo del gen de Neuro DI en Población Mexicana. 

Se me ha informado la importancia del estudio, los motivos, duración y forma en que se 

llevará a cabo, así como la manera y condiciones en las que se tomará la muestra de sangre, 

dándome la oportunidad para hacer preguntas sobre el mismo y estando satisfecho(a) de la 

información y respuestas recibidas. 

Firma del Control 

Nombre y firma del Testigo: ---------------------------
Dirección: -------------------------------
Nombre y firma del Testigo: 

Dirección: -------------------------------

Firma del Investigador: ---------------------------
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EVALUACIÓN DEL POLIMORFISMO DEL GEN NEURO DI EN 
POBLACIÓN MEXICANA. 

Cuestionario 

PROPÓSITO: 

Datos Personales: 

Nornbre~: ________________________________________________ __ 

Edad: ____ años Sexo ..... : ___ __ Ocupación: 

Origen étnico: -------------------------------------------------------------
Dirección: ____________________________________________________ __ 

Teléfono particular: -----------------

Datos de Laboratorio: 

Gluc (ayun-,-o )'---__ rng/dl Col. ___ rng/dl Creat rng!dl 
--------

Datos adicionales: 

Peso actual: Kg Talla: __ _ Estatura: ______ _ 

IMC· 
~-------

Índice Cintura-Cadera: 
----------

Observaciones 
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