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RESUMEN

Se han identificado hasta el momento en las pacientes con diabetes gestacional cinco
genes relacionados con la diabetes tipo MODY, lo cual representa de manera
temprana a mujeres que desarrollaran diabetes mellitus.

En poblacion caucasica las alteraciones génicas que se han encontrado en pacientes
con diabetes gestacional son las relacionadas con el gen de la glucocinasa, sin
embargo en poblacion mexicana son otras las mas frecuentes y que son el motivo de
estudio de este trabajo.

Este estudio es un corte de un extenso trabajo, que investiga las alteraciones en tres
genes especificos relacionados con {a diabetes tipo MODY en pacientes con diabetes
gestacional, ademas de aquellas que durante el embarazo cursaron con intolerancia a
los carbohidratos o con una prueba de tamiz de glucosa alterada y una curva de
tolerancia a la glucosa oral normal! o las que no presentaron ningun trastorno de los
carbohidratos durante el embarazo y se confirmé mediante una prueba de tamiz de
glucosa con resultado normal.

Por otra parte, también se hard extensivo el estudio de las alteraciones génicas a los
hijos de las pacientes que presentaron diabetes gestacional o intolerancia a los
carbohidratos.




ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

La diabetes gestacional (DG) se define como algun grado de intolerancia a la glucosa
que inicia o se reconoce por primera vez durante el embarazo.(1)

La definicion se aplica sin tener en cuenta si se usa para el tratamiento la insulina o
solo fa modificacion de la dieta o si la condicion persiste después del embarazo.

Ninguna excluye la posibilidad de que la intolerancia a la glucosa no haya sido
reconocida antes o que pueda haber iniciado con el embarazo.

Seis semanas 0 mas despueés de concluir el embarazo, la mujer debe ser reclasificada
en alguna de las categorias siguientes: 1) diabetes, 2) intolerancia a la glucosa en
ayuno, 3) Intolerancia a la glucosa o 4) normoglucemia.

En la mayoria de los casos de DG, la regulacion de la glucosa retorna a lo normal
después de resuelto el embarazo.

La prevalencia es del 1 al 14% de las embarazadas, dependiendo de la poblacion
estudiada.(2)

En México la prevalencia observada es del 3.9 al 20.4% (promedio 9.1%).(3-6)

La DG representa cerca del 90% de todos los embarazos complicados con trastornos
de los carbohidratos.(7)

El reconocimiento clinico de la DG es importante por que el tratamiento (que incluye
dieta y en caso necesario insulina) mejora la sobrevida fetal al reducir la morbilidad y
mortalidad asociados a ia DG.(8)

Las complicaciones maternas relacionadas con la DG incluyen un aumento en la
frecuencia de operacion cesarea e hipertension crénica.(8-10)

Aunque muchas pacientes con DG no desarrollan diabetes posteriormente, otras seran
diagnosticadas algunos afios posparto como diabéticas tipo 1, diabéticas tipo 2,
intolerantes a la glucosa en ayuno o intolerantes a la glucosa.(11-16)

E! deterioro de la tolerancia a la glucosa ocurre normalmente durante el embarazo,
particularmente en el tercer trimestre. Los criterios para hablar de intolerancia a la
glucosa durante el embarazo fueron propuestos por O'Sullivan y Mahan en 1964,
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basandose en datos obtenidos por la realizacion de curva de tolerancia la glucosa
(CTG) a 752 mujeres embarazadas.(11)

La tolerancia anormal a la glucosa fue definida como dos o mas valores alterados (por
arriba de lo normal) de los cuatro o dos derivaciones estandar por arriba del
promedio. Estos valores se basaron en la prediccion para desarrollar diabetes
posteriormente.

En 1979, el Grupo de Datos de Diabetes Nacional (NDDG) revisan los criterios de
O'Sullivan y Mahan y convierten sus valores de sangre entera a valores en plasma.

Los criterios fueron adoptados por ia American Diabetes Association (ADA) y el
American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG), éstos varian con los
criterios de World Health Organization (WHO).(17)

Carpenter y Coustan sugieren al NDDG la conversidn de los valores de O'Sullivan y
Mahan a los de la determinacién con la técnica de Somogy-Neilson lo cual ha
producido una deteccidn de mayor nimero de casos.(18)

Ellos proponen que al disminuir los valores diagndsticos de glucosa plasmatica son
mas precisos que las determinaciones de O'Sullivan y Mahan. En tres estudios, éstos
criterios identificaron mas pacientes con DG con infantes que tenian mayor morbilidad
perinatal.(19-21)

Estudios adicionales se han completado para definir valores anormales con CTG de 75
gramos en diferentes poblaciones.(22-24) Este método proporciona valores de la
concentracién de glucosa en plasma equivalente a los extrapolados en la CTG de 100
gramos de Carpenter y Coustan.

Las recomendaciones de la ADA en el cuarto tailer ~ conferencia sobre DG realizado
en marzo de 1997 plantean que el uso de Ia CTG a las 2 horas con 75 gramos es una
buen alternativa a los criterios diagndsticos de Carpenter y Coustan.{25)

La busqueda de DG se debe realizar en todas las mujeres embarazadas, sin embargo,
existen ciertos factores que hacen de bajo riesgo a la mujer para el desarrollo de
intolerancia a la glucosa durante el embarazo, pero esto no es rentable para proteger
a dichas pacientes.

El grupo de bajo riesgo lo comprenden mujeres < 25 afos con indice de masa
corporal normal (IMC), sin historia familiar de diabetes (p.e. pariente en primer
grado), sin antecedentes de metabolismo anormal de la glucosa o pobres resuitados
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obstétricos y no pertenecer a grupos étnicos con alta prevalencia de diabetes (p.e.
hispanoamericanos, nativos americanos, asiatico americanos, afro americanos, de las
islas del pacifico). Las mujeres embarazadas que cumplan todos estos criterios no
necesitan la bisqueda de DG.(26-28)

La evaluacion del riesgo para desarrollar DG se puede realizar durante la primer visita
prenatal.

Las mujeres que presentan alguna de las siguientes caracteristicas tienen alto riesgo
de desarrollar DG: obesidad, historia familiar de DG, glucosuria o fuerte historia
familiar de diabetes, se le debe realizar prueba de tamiz de glucosa en cuanto sea
posible.

Si no se establece el diagnostico de DG en la prueba Inicial, se realiza nuevamente la
prueba entre las 24 y 28 semanas de gestacion. A las mujeres con riesgo moderado
se les debe realizar prueba de tamiz entre las 24 — 28 semanas de gestacion.(29-30)

Existen diversas formas de diabetes que estan asociadas con defectos monogénicos
en la funcion de las células beta (B).

Estas formas de diabetes se caracterizan frecuentemente por el inicio de
hiperglucemia a temprana edad (generaimente antes de los 25 aiios), por lo que es
referida como diabetes de la madurez de Inicio en la juventud (MODY) y se caracteriza
por aiteracién en la secrecién con o sin defectos minimos en la accién de fa insulina.

Tiene un patron de herencia autosémica dominante y hasta el momento se han
identificado al menos cinco genes causales del fenotipo MODY en distintas familias
(HNF — 4, glucocinasa, HNF — 1a, IPF — 1 y HNF = 1B) .(31-33)

La forma mds comiin esta asociada con mutaciones en el cromosoma 12 en e} factor
de transcripcion hepatico referido como factor nuclear del hepatocito - 1o (HNF ~
1c).(34-35)

La segunda forma esta asociada con mutaciones en el gen de la glucocinasa en el
cromosoma 7p, lo que condiciona una molécula de glucocinasa defectuosa.

La glucocinasa convierte a la glucosa en glucosa-6-fosfato, la cual al ser matabolizada
estimula la secrecion de insulina por parte de las células B.



ta glucocinasa sirve como sensor de la glucosa para las ceélulas §3, por lo que un
defecto en el gen de la glucocinasa incrementa los niveles de glucosa plasmatica para
estimular {a secrecion normat de insulina.(36-37)

La tercera forma esta asociada con una mutacion en el gen del factor nuclear del
hepatocito —- 4a del cromosoma 20q.

Este es un factor de transcripcion involucrado en la regulacion de la expresion del HNF
- 1o, El defecto genético especifico en un nimero importante de individuos que
presentan un cuadro clinico similar adn se desconoce.(38-39)

Las mutaciones en el gen de glucocinasa se han identificado en pacientes caucdsicas
con DG, con una prevalencia del 80%, mientras que no se ha estudiado la prevalencia
de las cuatro mutaclones restantes.(40)




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢{Existen alteraciones geénicas relacionadas con el fenotipo MODY en mujeres que
cursan con diabetes gestacional?

HIPOTESIS

Las mutaciones génicas relacionadas con el fenotipo MODY son frecuentes en
mujeres con diabetes gestacional.

OBJETIVOS
Identificar en la historia la clinica de pacientes con diabetes gestacional a las que
presentan un rasgo de transmisién autosdmico dominante compatible con el fenotipo
MODY.

Identificar la(s) secuencia(s) génica(s) alterada(s) relacionada(s) con diabetes tipo
MODY en pacientes con diabetes gestacional.

Plantear la posibilidad a largo plazo de correccion de la alteracion génica.
Disminuir el riesgo de morbilidad y mortalidad perinatal materno fetal.

Realizar los cuidados pertinentes para retrasar la aparicidn de los trastornos de los
carbohidratos durante el embarazo y aln después.




JUSTIFICACION

La frecuencia de diabetes gestacional en pacientes atendidas en el Departamento de
Medicina Materno Fetal del Centro Médico Nacional “20 de Noviembre” oscila del 13
al 17%, pero considerando la frecuencia de internamientos, por el tipo de vigilancia
que debe realizarse, éstas son las que cuentan con mayor nimero de dias de
ocupacion hospitalaria, ya que se internan para control metabdlico, ajuste de calorias
durante el segundo y tercer trimestre, evaluacion de fondo de ojo y otros estudios
complementarios (determinacion de funcidon renal, amniocentesis para determinar
perfil de fosfolipidos en liquido amnidtico, etc.), con lo cual se ha logrado disminuir el
riesgo de complicaciones tanto maternas como fetales, ademas de los dias de estancia
de los hijos de éstas pacientes en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales. Por
otra parte, se puede considerar que la presencia de diabetes gestacional es un
elemento temprano que indica la paciente puede desarrollar diabetes mellitus tipo
MODY posteriormente y por ende sus complicaciones.

Lo que se pretende con el estudio es diagnosticar de forma temprana las portadoras
de alteraciones génicas relacionadas con el fenotipo MODY para favorecer el
desarrollo de habitos higiénico dietéticos que en determinado momento ayuden a
retrasar la aparicion de la enfermedad.

Por Gltimo, identificar a las familias portadoras de alteraciones génicas relacionadas
con el fenotipo MODY que condicionaran un comportamiento metabdlico alterado
durante la gestacion, lo que aumenta el riesgo de morbilidad y mortalidad perinatal.




MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio
Transversal y Descriptivo.

Grupo de estudio

Mujeres con diabetes gestacional diagnosticada en el Departamento de Medicina
Materno Fetal del Centro Médico Nacional "20 de Noviembre", las cuales aceptaron y
firmaron hoja de consentimiento para participar en el estudio.

Grupo Control
Mujeres que no presentaron algln trastorno de los carbohidratos durante la gestacion
y que presentaron pruebas de tamiz de glucosa dentro de parametros normales.

Tamano de la muestra
Cincuenta pacientes con diabetes gestacional.
Cincuenta pacientes sin trastorno de los carbohidratos durante el embarazo.

Criterios de inclusion
Pacientes con diabetes gestacional.
Pacientes que durante el embarazo no presentaron trastorno de los carbohidratos.

Criterios de exclusién
Pacientes embarazadas con diabetes mellitus tipo Iy tipo II.

Criterios de eliminacién

Pacientes con diabetes gestacional que no aceptaron ingresar al protocolo de estudio.
Pacientes sin trastorno de los carbohidratos que no aceptaron ingresar al protocolo de
estudio.




Estudios de laboratorio

La blsqueda de DG se debe realizar en toda mujer embarazada entre las 24 - 28
semanas de gestacidn, o antes en caso de que pertenezca al grupo de alto riesgo.

Un nivel de glucosa plasmatica en ayuno > 126 mg/di o una glucosa plasmatica al
azar > 200 mg/dl se consideran en el umbral para el diagndstico de diabetes y si se
confirman en otro dia, no es necesario realizar cualquier prueba de tolerancia a la
glucosa. En ausencia de este grado de hipergiucemia, la evaluacion para DG en
mujeres con moderado o aklto riesgo se realiza de la siguiente manera:

La primera prueba que se debe llevar a cabo es la denominada Prueba Tamiz, para
la cual no necesita preparacion de la paciente y consiste en:
1. Toma de muestra de sangre periférica en ayuno.
2. Administracion de una carga oral de glucosa de 50 gramos.
3. Se realiza otra toma de glucemia central 60 minutos después de la toma de
glucosa oral.

Si el resultado de la giucosa a la hora es > 140 mg/di es imperativo realizar la curva
de tolerancia a la glucosa. Cuando se sobrepasa este resultado es posible detectar el
80% de mujeres con DG, pero si se considera como alterado cuando sobrepasa 130
mg/d! se detecta el 90% de pacientes con DG.

Para el diagnostico confirmatorio de DG o intolerancia a los carbohidratos es necesario
realizar la prueba conocida como curva de tolerancia a la glucosa, la cual requiere de
una preparacion de tres dias antes de la prueba con una dieta que contenga minimo
150 gramos de carbohidratos al dia (en el Centro Médico Naciona! 20 de Noviembre se
ajustd a 3000 calorias por dia), sin consumo de medicamentos ni tabaco y con
actividad fisica normal. El dia de la prueba:

1. Toma muestra de sangre periférica en ayuno.

2. Administracion de una carga oral de 100 gramos de glucosa.

3. Determinacion de glucemia a los 60, 120 y 180 minutos después de ta
administracion de la carga de glucosa.

Los valores de referencia (normales) son los siguientes:

Ayuno < 95 mg/d
60" < 180 mg/di
120" < 155 mygy/dl
180" < 140 mg/d!
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Si existe un valor por arriba de lo normal se considera que la paciente cursa con
intolerancia a los carbohidratos.

En caso de que estuvieran dos o mas valores por arriba de lo normal se hace el
diagnostico de diabetes gestacional.

Para la busqueda de los 5 distintos genes relacionados al fenotipo MODY se obtendra
una muestra sanguinea 20 mi, la cual se depositara en un tubo con EDTA como
anticoagulante.

El DNA gendmico se aislard con técnica libre de fenol, se amplificaran y analizaran
cada uno de los exones y uniones intron - exon de los genes que se han asociado con
diabetes de aparicién temprana en poblacion Mexicana a traveés de PCR (exones 1,3,4
y 7 del gen HNF-1c, el exon 4 del gen HNF-4o, y los 10 exones del gen de la enzima
glucocinasa).

La temperatura de alineacion para la amplificacion de cada fragmento se establecera
experimentalmente dependiendo de los oligonucleétidos utilizados. La ampilificacion se
realizara en presencia de 2P alfa-dCTP.

Los productos del PCR se desnaturalizaran a 95° C y se correran en gel de 6% de
poliacrilamida con y sin glicerol al 10%, de 2 a 8 watts por 12 - 24 horas, con
excepcion de los exones 4 y 7 de HNF-4o y HNF 1o respectivamente, los que se
estudiaran por secuenciacion directa.
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RESULTADOS

De las cincuenta pacientes estudiadas con diabetes gestacional se encontré en 16
considerando su arbol genealdgico que corresponden a famillas con un posible patrén
de herencia autosémico dominante compatible con el subtipo MODY.

Se analizaron en cincuenta pacientes con diabetes gestacional y en 13 pacientes sin
trastorno de los carbohidratos durante el embarazo los exones 1, 3 y 4 del gen HNF~
1ay el exdn 1 del gen HNF—4a.

Con respecto al exén 1 del gen HNF-1a se identificaron cambios de migracién en 2
pacientes, en el exon 3 del gen HNF-1qa, no se encontré ninguin cambio de migracidn,
en el exdn 4 del gen HNF-1 se detectaron cambios de migracidon en 17 pacientes y
en el exdn 1 del gen HNF-4a no se identificod algin cambio de migracion.

Estos cambios de migracion en las 19 pacientes pueden corresponder a posibles
mutaciones, ya que estos cambios se buscaron también en 13 pacientes sanas (esta
pendiente el estudio de 37 pacientes sanas para completar el grupo control).

En total se identificaron 19 pacientes con posibles mutaciones relacionadas con el
fenotipo MODY (38%), lo cual corresponde al rango de prevalencia descrito en la
literatura mundial, por otra parte también significa que estas mujeres desarrollaran en
algin momento de su vida diabetes mellitus tipo II, con lo cual, de acuerdo a la
historia natural de la enfermedad, también presentaran sus secuelas y complicaciones.

Con respecto al estudio del gen de la glucocinasa los resultados se presentaran es.

" estudios posteriores, dado que la demostracién de las alteraciones génicas representa
un trabajo muy estricto y requiere de mucho tiempo.
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CONCLUSIONES

Este estudio es un corte de un trabajo amplio que ademas de estudiar las alteraciones
génicas ya descritas en pacientes con dlabetes gestacional, incluye a embarazadas
que cursaron con intolerancia a los carbohidratos y aquellas que obtuvieron una
prueba de tamiz de glucosa alterada pero con curva de tolerancia a la glucosa oral
dentro de paradmetros normales. Ademas, se analizardn muestras de sangre de los
hijos de las pacientes con diabetes gestacional e intolerancia a los carbohidratos.

La deteccion y manejo oportuno de Ia diabetes gestacional favorece la posibilidad de
disminuir la frecuencia de complicaciones tanto en la madre como en el producto, es
decir, la morbilidad y mortalidad del binomio, por otro lado, considerando los
resultados de este estudio, podemos sugerir que la diabetes gestacional es un evento
con una estrecha relacidn de alteraciones génicas que tendrdn una manifestacion
importante en el futuro (diabetes mellitus), para lo cual hasta el momento no existe
forma de correccion, sin embargo, pueden tomarse medidas preventivas que
prolonguen el tiempo de aparicion de la diabetes mellitus, como son el control de
peso, la dieta, ejercicio, etc., mejorande con ello la calidad de vida del individuo
portador.

Por otra parte se encuentran pendientes los resultados en cuanto a la enzima
glucocinasa, que por complicado y estricto que tiene ser la bisqueda de las
mutaciones en la secuencia de bases y el tiempo para la entrega del presente trabajo
se presentaran en revisiones posteriores.
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