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ANTECEDENTES.

El descubrimiento del acido desoxirribonucleico (ADN), la transmision de informacion del gen a la
proteina y el conocimiento de la estructura y accion de proteinas relevantes en vias metabolicas o
con funcién estructural, son avances destacados en el estudio de las bases moleculares de la
vida.

En la actualidad, la ingenieria genética ofrece herramientas poderosas para el estudio molecular.
Otros avances relevantes incluyen: la transcripcion de secuencias del acido ribonucleico (mMARN)
mensajero, en ADN complementario (CADN); el empleo de enzimas de restriccion, el analisis de
Southern; la integracion del ADN en vectores y el analisis de la secuencia del ADN.

Con la tecnologia ADN recombinante, se aislaron los primeros genes humanos (lactogeno
placentario y hemoglobina). A principios de los afios ochenta sélo unos veinte genes habian sido

clonados. En la actualidad la cifra sobrepasa los 3,000 genes (1).

Genética molecular y patologia humana.

Las enzimas de restriccion y los Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimorfica (FRLP),
permitieron desarrollar el concepto de clonacion posicional, empleando marcadores del ADN
para localizar genes responsables de enfermedades hereditarias.

Las implicaciones de estos avances se han centrado en la prevencion de alteraciones
hereditarias. El consejo genético ofrece a familias con defectos hereditarios opciones

reproductivas adecuadas, gracias al diagndstico prenatal y deteccion de portadores (2).

Espectro de la patologia genética humana.
Existen mas de 6,000 alteraciones heredables de forma dominante, recesiva o ligada al sexo. Las
anomalias cromosomicas son la causa de pérdida fetal y malformacion congénita mejor definida.

La frecuencia de abortos espontaneos en el total de embarazos es del 15%, y en la mitad de los
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casos existe asociada una anomalia cromosomica. Las malformaciones congenitas tienen una
incidencia entre 2 y 30 de cada 700 nacimientos.

Las enfermedades crénicas con un componente genético variable afectan mas del 10% del total
de la poblacion adulta. Entre ellas se incluyen: la coronariopatia isquémica. la hipertension. las
enfermedades mentales y la diabetes. En muchas de ellas, el componente es probablemente

poligénico (3).

Genética molecular y tratamiento.

Existen enormes perspectivas para tratamiento de enfermedades de origen genético. La
correccion de trastornos hereditarios mediante sustitucion del gen deletereo por el normal debe
permitir el control directo de las enfermedades geneticas en general. Se han obtenido resultados
positivos en experimentos con humanos en algunas neoplasias y en el déficit de
adenosindesaminasa (ADA).

La obtencion de productos proteicos mediante ingenieria genética permite su administracion
terapéutica, constituyendo el tratamiento idoneo para varias enfermedades. La produccion
industrial de insulina, factores VIl y IX de la coagulacion, hormona del crecimiento, interferones,
factor estimulante de colonias granulomonociticas (GM-CSF) y granulociticas (G-CSF),

eritropoyetina, activador tisular del plasminégeno. vacunas, etc., es una realidad.

ADN y medicina preventiva.

Una implicacion del conocimiento sobre la estructura de los genes es su aplicacion al diagnéstico
de la patologia humana. A medida que se descifra el mapa del genoma humano, un mayor
numero de loci son accesibles al analisis genotipico, permitiendo estudiar un gran numero de
enfermedades, la predisposicion a ellas, determinar el estado de portador y realizar diagnéstico

prenatal y presintomatico (2,3).

(3]
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El ADN contiene la informacién que determina la naturaleza y estructura de las proteinas, asi

como las instrucciones para el crecimiento, desarrollo y diferenciacion celular.

Las células constituyen la forma més pequefia de vida. Aquellas que contienen un nicleo que

almacena al material genético se denominan eucariofas. En éstas, el ADN se encuentra en

estructuras denominadas cromosomas.

Las células tienen la capacidad de dividirse y producen miles de proteinas con distintas funciones.

Las proteinas estan formadas por cadenas constituidas por 20 una combinacion de aminoacidos

distintos, siendo su secuencia y longitud, la base de la diversidad proteica y polipeptidica.

Tekmera
o P
Tokmerns
Cromosoma.

Las caracteristicas que poseemos los seres vivos
las heredamos de nuestros padres. Los
experimentos que realizé Mendel (1860) permitieron
comprobar que las caracteristicas de un individuo se
encuentran bajo control de dos factores distintos,
que conocemos como genes, provenientes de cada
uno de nuestros padres. Los genes que se bastan
por si solos para la expresién de la caracteristica
que determinan se designan dominantes, mientras
que aquellos que requieren ros copias para su
expresion se denominan recesivos. Cada célula de
nuestro organismo (somatica) tiene 46 cromosomas

agrupados en 23 pares (3,4).

£s una estructura simétrica constituida por dos elementos idénticos, las crométides, cada una

formada por ADN.
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Si bien todos los cromosomas tienen la misma organizacién, su forma y aspecto son distintos,
segun sean la longitud y disposicién del centrémero, el cual determina dos brazos: uno corto y
uno largo a los que denominamos p y q, respectivamente. En 1971 se establecié un sistema para
identificar las regiones y subregiones originadas por técnicas de andlisis de bandas . Estas
representan una parte del cromosoma que puede identificarse de segmentos adyacentes, al
aparecer mas clara o mas oscura que éstos, segin el método de tincién empleado. Por ejemplo,

9q34.12 indica cromosoma 9, brazos largos, regién 3, banda 4, sub-banda 1-2,

Estructura de los acidos nucleicos: ADN y
ARN.

El ADN es una macromolécula de doble hebra,
formada por un gran ndmero de
desoxirribonucleédtidos, cada uno de los cuales
contiene una base nitrogenada, un azuicar y un

grupo fosfato. Las bases del ADN son las

portadoras de la informacién genética, mientras
que los azlcares y grupos fosfato tienen un papel
estructural,

El ARN esta formado por una sola cadena de rihonucledtidne E| azicar del ADN es la
desoxirribosa. micntras ¢ue en el ARN es la ribosa. Las bases nitrogenadas pueden ser puricas o
pirimidicas; las plricas son la adenina (A) y la guanina (G), y las pirimidicas, la citosina (C), la
timina (T) y el uracilo (L ) (3).

ADN y replicacién.
Watson y Crick dedujercn la estructura tridimensional del ADN. La molécula ADN esta formada

por dos cadenas de nucledtidos enrolladas alrededor de un eje. Las bases pdricas y pirimidicas
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se encuentran en el interior de la hélice, mientras que los grupos fosfato y los azucares estan en
la parte externa. Las dos cadenas se unen por puentes de hidrégeno entre los pares de bases

El modelo de doble hélice sugirié el mecanismo por el cual se produce la replicacion del ADN, es
decir, de como se copia el ADN en ADN. El mecanismo consiste en que solo una de las hebras de
cada molécula de ADN hija es sintetizada de novo, mientras que la otra es heredada de la
molécula original (replicacion semiconservativa).

La enzima ADN-polimerasa | permite la incorporacion de desoxirribonucledtidos a la cadena de
ADN existente, la cual ha sido abierta mediante la ADN-polimerasa. Los desoxirribonuclecdtidos
que se incorporen lo haran de forma complementaria a la otra hebra de ADN que actua como

molde (5).

ARN y transcripcion.

El ARN mensajero (mARN), transmite informacion genetica para la sintesis proteica. Otras
moléculas, como el ARN de transferencia (tARN) y el ARN ribosomico (rARN), estan implicadas
en el mecanismo de sintesis proteica en el citoplasma. El mARN se sintetiza a partir de ADN
mediante las ARN-polimerasas. Se define como transcripcion a la sintesis de mARN a partir de
ADN, mientras que la traduccion es |a sintesis proteica a partir del mARN.

El mARN es el molde para la sintesis proteica. Para cada gen que se expresa, se produce una
molécula de mARN. El tARN consiste en moléculas que transportan aminoacidos en forma activa
hacia el ribosoma para la formacién de los péptidos segun informacion proporcionada por el
mARN molde. Existe un tARN para cada uno de los 20 aminoacidos distintos. El rARN es el
principal componente de los ribosomas.

El ADN contiene regiones denominadas promotoras a las que se une la ARN-polimerasa,

determinando el lugar donde empieza la transcripcion (5.6).
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Cédigo genético.

Es la relacion entre la secuencia de bases del ADN y la secuencia de aminoécidos de las
proteinas. Cada coddn contiene tres nucledtidos que definen un aminoécido. La mayorfa de los
aminoécidos estan determinados por més de un codén, y 61 codones de las 64 combinaciones
posibles de tres bases codifican los 20 amino4cidos distintos. El cédigo genético no da lugar a
ambigiiedad, al referirse un codén a un solo aminoécido. Las tres combinaciones que no

determinan ningtin aminodcido (UAA, UAG y UGA) corresponden a sefiales para la terminacién o

“stop” de la cadena proteica (6).
Prirnera Segunda pasicion Tercera
posicion pasidon
(extremno 5') H | L1y l A [ G (extremo 3}
Phe Ser Tyr  Oys U
I Phe Ser Ty Oy C
) Leu  Ser  Sop  Sop A
Leu  Ser Sop Tip G
Leu i;:r HL ;:*; o
~ Leu g s C
5 Lu P G Am A
Leu Pro Gln  Am G
le  Thr Asn S U
A ll= The Asn Sar £
I} T Las A
Met  The Iy Am G
Val  Ala Asp  Gly ]
Val  Ala Gly C
G Val A G G A
Val  Ala Glu Gy G
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Estructura génica: del ADN a la proteina.

Los genes tienen regiones codificantes (exones) interrumpidas por regiones no codificantes

(intrones).
de unicn
pol A
CAAT T,
ST AN NG MTARA
m Exon Exon Exin Exén l
i L 3 §
& T & T | —3
i Inaon Inton Inron
i 3 mawa‘
Fnal
| S
i cap
I

Los exones contienen secuencias especificas para la cadena polipeptidica. La transcripcion
origina un mMARN precursor que se corresponde al gen entero. Esta molécula sufre

modificaciones en el nicleo antes de pasar al citoplasma. Los intrones son eliminados y los

exones se religan
constituyendo un  mARN / E‘M\
m oo
maduro. Este proceso se
ll’mlpdm
denomina “splicing".
pam— | = a mRNA
El mARN en e: citoplasma : |
v
actta de molde para la CAP sy

sintesis proteica. Los cAP 441%__%3 Spcing
distintos tARN presentan RHA maduro
especificidad para  los

diferentes amino4cidos, teniendo tres bases (anticoddn) complementarias al codén respectivo del

mARN para cade aminoé4cido. La sintesis proteica se realiza en los ribosomas y comienza cuando

un ribosoma se une a la region en la que existe un codén de iniciacién (AUG). Un tARN se une a
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éste y seguidamente lo hace otro tARN, formandose un enlace peptidico entre los aminoacidos
aportados. El primer tARN se libera y el proceso se repite sucesivamente. La sintesis finaliza
cuando se llega a un codén de terminacién UAA, UAG o UGA. Posteriormente la cadena

peptidica se libera del ribosoma, asi como el MARN (3.5.6).

Herencia y enfermedad.

Existen mas de 6,000 defectos genéticos que dependen de un solo gen. Comprenden
alteraciones de herencia dominante, recesiva o ligada al sexo.

Hay enfermedades frecuentes con susceptibilidad genética. Entre ellas destacan la epilepsia, |a
diabetes, la enfermedad coronaria y las enfermedades autoinmunes. En muchos casos el
componente es probablemente poligénico. Finalmente, la existencia de varios genes
responsables de una misma enfermedad, o la presencia de diversas mutaciones en el mismo gen,

plantean el tema de heterogeneidad genética y molecular (2).

Enfermedades monogénicas: patrones de herencia.

Las enfermedades de herencia monogeénica corresponden a las ocasionadas por la alteracion de
un solo gen.

El término locus se refiere a una posicion definida de una secuencia de ADN determinada en un
cromosoma. Si la mencionada secuencia corresponde a un gen, hablaremos de locus genético.
Los organismos diploides, poseen dos formas iguales de cada cromosoma autosomico. En éstos,
los diferentes loci pueden estar ocupados en posiciones equivalentes por secuencias o formas
genicas distintas (alelos). Un individuo diploide solo puede presentar dos alelos para cada locus,
pero un locus puede presentar varios alelos

Una combinacién de alelos de uno o mas loci de un individuo constituye un genotipo,

correspondiendo el fenotipo a su expresion en el organismo. Si dos alelos respectivos de ambos
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cromosomas homologos son idénticos, se trata de un genotipo homocigético para dicho locus; si
son distintos, es un genotipo heterocigoto.

La interaccion de los dos alelos (1/2) de un gen o locus para constituir un fenotipo responde a las
relaciones mendelianas de dominancia y recesividad. Existe dominancia completa (1 > 2) cuando
un fenotipo (1/2) es el mismo de (1/1), pero distinto al de (2/2). Al alelo 1 se le llama dominante. y
al 2. recesivo. Si el fenotipo de (1/2) es intermedio al de (1/1) y (2/2) se habla de dominancia
incompleta. Si los efectos de 1y 2 no se mezclan en el heterocigoto y cada alelo contribuye al
fenotipo, se trata de herencia codominante. Los alelos de los loci de los cromosomas sexuales
presentan el mismo tipo de relaciones de dominancia-recesividad en mujeres (X/X), pero no en

varones (X/Y), que sélo presentan un alelo (hemicigotos).

Herencia autosomica dominante.

Se conocen mas de 1,500 defectos autosomico dominantes. Los heterocigotos padecen la
enfermedad, con lo que la presencia de una sola copia del alelo “enfermo” es suficiente para que
la enfermedad se manifieste. Los homocigotos pueden estar gravemente afectados o ser
indistinguibles de los heterocigotos.

Los siguientes criterios definen un proceso de herencia dominante: a) individuos enfermos tienen
su padre o su madre también afectados por el proceso; b) ambos sexos tienen el mismo riesgo de
padecer el defecto genético y transmitirlo a la descendencia; c¢) cuando un individuo afectado se
empareja con uno sano de la poblacion general, tiene un riesgo de 1/2 de tener hijos afectados, y
d) los hijos normales de una pareja en la que uno de los miembros padece el defecto, no lo

transmitiran a su descendencia (7).

Herencia autosomica recesiva.
Se conocen mas de 1,000 defectos autosomico recesivos, en los que unicamente los

homocigotos manifiestan la enfermedad y los padres de los individuos enfermos son portadores
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heterocigotos, fenotipicamente normales. El 25% de los hijos de una pareja portadora seran
genotipicamente (+/+), el 50% (+/d) y el 25% (d/d); es decir, el 75% de ellos seran

fenotipicamente sanos y el 25% seran enfermos

Herencia autosémica codominante.
En la herencia codominante el caracter fenotipico producido por cada alelo tiene su expresion en

el heterocigoto. Es el caso de los grupos sanguineos ABO. La codominancia se da en el genotipo

IA/IB, que causa un grupo sanguineo (fenotipo) “AB".

Herencia ligada al cromosoma X.

Existen mas de 200 defectos recesivos ligados al cromosoma X. La enfermedad se transmite
mediante una mujer portadora asintomatica (X/X) (+/d), en la que la mitad de los hijos varones
(X/Y) seran enfermos (hemicigotos) y la mitad de las hijas (X/X) seran portadoras (heterocigotas)

sanas.

Herencia poligénica.

Desempena un papel fundamental en enfermedades que afectan a la poblacién. Estas incluyen
defectos del nacimiento, coronariopatias, diabetes, hipertension arterial y algunos trastornos
psiquiatricos.

Se trata de muchos loci, no necesariamente ligados (segregacion independiente) y que
contribuyen cada uno de ellos con pequerias acciones, de forma aditiva en el desarrollo de un

fenotipo determinado (7).

10
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Complejo mayor de histocompatibilidad.

Esta constituido por proteinas relacionadas con el sistema inmunitario, correspondiendo en su
mayor parte a antigenos de membrana de leucocitos. Los genes que codifican dichas proteinas
estan situados en el cromosoma 6 (6p21.3).

Existen numerosas enfermedades en las cuales la frecuencia de determinados antigenos HLA es
significativamente distinta a la correspondiente para individuos de la poblacion general. Dicha
asociacién se explica por: a) un efecto inmunolégico directo debido a la peculiar estructura del
antigeno o, b) la proximidad de los loci HLA con loci responsables de algunas enfermedades

posibilita la asociacion preferente de determinados alelos HLA con alelos deletéreos

Penetrancia.

Es la probabilidad de que se presente un fenotipo determinado, dado que se posee un genotipo
determinado. Un individuo que ha heredado un alelo deletereo (D) de una enfermedad
autosomica dominante, poseera un genotipo (+/D) para el locus donde asienta el gen responsable
de la enfermedad [(+) corresponde al alelo no mutado]; la penetrancia del genotipo (+/D)
corresponde a la probabilidad de que dicho individuo desarrolle la enfermedad. Si la probabilidad
es 1 (100% de los casos), se habla de penetrancia completa; si es menor que 1. de penetrancia
incompleta. Usualmente las enfermedades autosémicas recesivas tienen penetrancia completa, y

las dominantes, penetrancia incompleta (7).

11
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PRINCIPIOS DE ANALISIS GENETICO

Anélisis del ADN gendémico: Extraccién de 4cidos nucleicos.

Pocos microgramos (ug) de ADN son suficientes nara realizar un andlisis genotipico. Una célula
contiene aproximadamente 5 picogramos (pg) de ADN. Los estudios de expresién genética
requieren anélisis del ARN, el cual debe proceder de tejidos en los que el gen que se estudia se
encuentre expresado. La extraccion de ADN a partir de leucocitos es la mas utilizada. Unos 20 ml
de sangre periférica, recogidos en presencia de un anticoagulante (EDTA), proporcionan entre
250 y 500 mg de ADN. Las muestras pueden conservarse a temperatura ambiente hasta 48
horas, debiendo ser procesadas o congeladas hasta que se proceda a la extraccién del ADN.
Para ello, deben lisarse los hematies mediante una solucion hipoténica, sometiendo los leucocitos
a un tratamiento con un detergente (SDS) y una enzima que degrada proteinas (proteinasa K). El
ADN liberado del nicleo celular se extrae con fenol y cloroformo, los cuales retienen restos
proteicos, dejando indemne el ADN; éste se precipita con etanol absoluto. Ei ADN se resuspende

en una solucién con Tris y EDTA, para prevenir roturas en la molécula y asegurar su conservacion

a4°C (3).

Enzimas de restriccion. ] S R
Las enzimas de restriccién cortan el ADN en AL ' ‘ JTF
secuencizs especificas. Se encuentran en bacterias . __ | il R L oy

y constituyen un mecaniemo de defensz2 frente ' M ----- i ‘“: -
bacteriéfagos. Las enzimas de restriccién se utilizan - ’_n| ¥ 5 Co H 55
para realizar estudios genotipicos y manipular el _ :,T,, o ,:A :

ADN para la clonacion de fragmentos de interés.
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Separacion del ADN.

El ADN puede separarse segun el tamafio de los fragmentos obtenidos mediante enzimas de
restriccién, Esta separacion se realiza sometiendo el ADN a una electroforesis en un gel de
agarosa o poliacrilamida, que permite la migracién de los fragmentos de ADN en funcién del
tamanio y carga eléctrica. Los geles de agarosa resuelven fragmentos de entre 30 kilobases (kb) y
unos 100 pares de bases (pb), mientras que los de poliacrilamida ofrecen separaciones de
fragmentos menores, entre 1,500 y 1 pb. La electroforesis en geles de campos pulsantes (PFGE,
del inglés, pulsed field gel electrophoresis), permite la separacion de fragmentos de ADN de entre
50 y 10,000 k». La separacion consiste en que las moléculas de ADN quedan atrapadas en la red
que forma el gel de agarosa, y para poder avanzar, su orientacién debe cambiar cada vez que
cambia la direccion del campo eléctrico. Cuanto mayor es el peso molecular del fragmento, mas

tarda en orientarse, y menor su migracion a traves del gel (1).

Método Southern.

Sl métndn Southern 3e

tomagmetie 4

basa en la

gAY

M

transferencia de R L l

fragmentos de ADN a

un soporte sdlico, que

se hibrid2 ocon  una

sonda riarcada.

=)
£

Posteriormente al filtro
se lava con soluciones
de mayor a 11enor salinidad para eliminar la sonda gue no ha hibridado con los fragmentos de
interés. La expocicidn a una pelicula de radiografia permite visualizar en la autorradiografia unas

bandas, que se corresponden con los tamafios de los fragmentos de ADN estudiados (3).
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Sondas moleculares.

El hecho de que las hebras del ADN puedan disociarse y reasociarse in vitro permite la utilizacion

de fragmentos especificos de ADN como sondas o marcadores para complementar la secuencia

de ADN que se quiere estudiar.

Sondas génicas.

Las sondas génicas pueden ser de tres tipos: genomicas, de ADN complementario (cADN) y de
ARN. Las primeras consisten en fragmentos de ADN del genoma, los cuales pueden
corresponder a un gen o a una secuencia no codificante. Las sondas de cADN se obtienen a
partir de la copia de un mARN vy, por tanto, corresponden a secuencias codificantes de un gen.
Las sondas ARN se obtienen in vitro, mediante la sintesis de una cadena complementaria

utilizando una ARN-polimerasa.

Oligonucleétidos sintéticos.

La molécula del ADN puede obtenerse de forma sintética. El ADN que se sintetiza
(oligonucledtidos) es de cadena sencilla. Los oligonucledtidos pueden ser empleados como
sondas para detectar cambios puntuales en la secuencia del ADN, en experimentos de

secuenciacion o de PCR o bien para analizar mutaciones.
Marcado de sondas.

Las sondas pueden marcarse mediante de el uso de isotopos radiactivos. En la actualidad, han

aparecido métodos no radiactivos, como la fluorescencia y la quimicluminiscencia (8).
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Anélisis de la expresion génica.
Existen varios métodos que permiten analizar la expresion génica, entre los cuales debemos

destacar el método Northern, los analisis cuantitativos y de transcripcion.

Método Northern.

El mARN puede estudiarse mediante electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantes. La
transferencia del ARN a un filtro de nylon se realiza del mismo modo que en el método Southern.
El ARN transferido al filtro también se hibrida. Este método, denominado Northern, permite
confirmar la presencia de ARN determinado en un tejido, conocer su tamaiio y apreciar el nivel de

expresion de un gen.

Andlisis cuantitativos y transcripcion.

Mediante dot-blot es posible cuantificar un ARN determinado. El ARN procedente de distintos
tejidos se deposita en la superficie de un filtro y, una vez fijado a él, se hibrida con la sonda que
se desea analizar. La intensidad de las sefiales frente a un ARN conocido determina el nivel de

expresion del gen en estudio (8).
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Clonacién y secuenciacion.

Clonacion molecular.

La clonacién se puede realizar introduciendo fragmentos del ADN en un vector y amplificandolos
en el interior de E. coli o de una levadura. Otro método desarrollado recientemente se basa en la
PCR.

El ADN que se desea clonar se digiere con enzimas de restriccion, las cuales permitiran introducir
los fragmentos obtenidos en un vector. El vector escogido depende de su tamano. Los
bacteriofagos pueden incorporar entre pocas bases y 20 kb de ADN exogeno. mientras que los
cosmidos permiten la clonacion de fragmentos de entre 35 y 45 kb. Actualmente, el uso de
vectores de levaduras (YAC) permite clonacion de fragmentos de ADN de hasta 10,000 kb.
Debido a la capacidad de estos vectores para aceptar fragmentos grandes de ADN, un solo YAC
puede contener un gen entero, que puede ser modificado in vitro y expresado en levadura o en
células de mamifero, proporcionando informacion de gran valor sobre |a estructura y funcion de
ese gen.

El ADN a clonar se mezcla con el ADN del vector y se ligan los extremos terminales mediante la
enzima T4 ADN-ligasa. Posteriormente, se introduce en E. coli, en la capside de un bacteriofago o
bien en Saccharomyces cerevisiae, donde el ADN se replicara al dividirse las células. No solo es
posible clonar el ADN gendémico, sino que el ARN puede copiarse en cADN de doble hebra e

introducirse en el vector apropiado.

Secuenciacion del ADN.

Existen dos métodos para secuenciar el ADN, uno desarrollado por Maxam y Gilbert y otro por
Sanger. Este Ultimo es el mas empleado. EI ADN que se va a secuenciar (ADN templado) puede
ser introducido en un vector o bien puede proceder de una amplificacién por el método de PCR

(1,8).
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Mapa genético.

Dos loci se encuentran ligados genéticamente si son heredados juntos en el seno de familias con
varios miembros en forma mas frecuente que por azar. Los loci que se encuentran ligados estan
situados en el mismo cromosoma, mientras que la ausencia de ligamiento genetico implica que
éstos se encuentran lejos el uno del otro en el mismo cromosoma o que estan situados en
cromosomas distintos. Cuando dos loci se encuentran muy cerca, tienen altas probabilidades de
heredarse juntos, por lo que se dice que se encuentran ligados. El sistema para valorar este
ligamiento es la cosegregacion a través de varias generaciones.

Suponiendo que la recombinacion genética es la misma para cualquier parte del genoma y que es
por igual en ambos sexos, se puede establecer una correlacion entre la distancia genetica entre
loci y la distancia fisica. La unidad de medida de la distancia genética es el morgan o unidad de
recombinacion. La distancia relativa entre distintos loci en un cromosoma determinado esta
relacionada con la frecuencia con la que se producen recombinaciones entre ellos. En los
cromosomas humanos existe una media de 52 quiasmas (puntos de entrelazamiento entre
cromatides) durante la primera division meiética en el total de 22 pares de autosomas. Los
quiasmas se correlacionan con la recombinacion genetica, por lo que la longitud genetica total del
genoma humano haploide es de 26 morgans (30 contando el cromosoma X). Si consideramos
que la longitud fisica del genoma humano es de 3 billones de pb, 1 morgan equivale a 100
millones de pb o, lo que es lo mismo, 1 centimorgan (cM) es 1 millon de pb

Todos los cromosomas tienen una longitud de, al menos, 50 cM, y casi todos sobrepasan los 100
cM. El cromosoma 1 constituye el 9% del total del genoma haploide, mientras que el cromosoma
21 es menos del 2%. Un cM equivale a 1 Mb, y una banda cromosémica equivale a 5 Mb,

pudiendo contener entre 100 y 200 genes (10-12).
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DIABETES MELLITUS.

La Diabetes Mellitus (DM) comprende un conjunto de alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos que se caracteriza por hiperglucemia, deficiencia absoluta o relativa de insulina y el
desarrollo de complicaciones macrovasculares, microvasculares y neuropaticas. La clasificacion
clinica de la DM na evolucionado conforme progresa el conocimiento sobre su patogenesis.
Incluso la clasificacion mas reciente emitida por la Asocacion Americana de Diabetes (ADA)

pronto sera nuevamente revisada (13).

La clasificacion mas reciente (2003) considera dos tipos principales de diabetes, con diversas
formas menos frecuentes (cuadro 1). El diagnostico de diabetes se fundamenta en una de tres
pruebas cuyo resultado debe confirmarse al dia siguiente. Estas pruebas incluyen: a)
determinacion casual de glucosa plasmatica con un valor igual o mayor a 200 mg/dl, b)
determinacién plasmatica de glucosa en ayunas mayor o igual a 126 mg/dl; ¢) prueba de
Tolerancua Oral a la Glucosa (TOG) con 75 gr. V.O. con un valor igual o mayor de 200 mg/dl a

las 2 hrs (14).

La conferencia de 1997 reconocio niveles intermedios de intolerancia a la glucosa que Incluyen,
intolerancia a la glucosa en ayunas definida por un valor de glucosa plasmatica en ayunas entre
110 a 125 mg/dl y. la intolerancia a la glucosa con un resultado a la dos horas de la TOG con
valores plasmaticos entre 140 y 200 mg/dl. A partir del Programa para la Prevencion de la
Diabetes, estos dos grupos se consideran actualmente como “prediabéticos”. En el cuadro 2 se
resume la Clasificaciéon de la Diabetes Mellitus emitida por la ADA ebn 1977, en virtud de que
continda considerandose vigente para fines de diversas investigaciones y en aspectos clinicos

(15).
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CUADRO 1. PRINCIPALES TIPOS DE DIABETES

Tipo Defecto Genética Terapéutica

Tipo 1 Destruccion autoinmune de las Riesgo elevado de Insulina
células p marcadores geneticos

confieren mayor
susceptibilidad

LADA Destruccion autoinmune de las Riesgo elevado de Insulina
celulas B marcadores geneticos

confieren mayor
susceptibilidad
MODY Alteracion en el sensor Mutacion del gen Ninguna
Glucocinasa pancreatico de glucosa Glucocinasa en el
(anteriormente cromosoma 7
MODY 2)
MODY Defecto en la secrecion de Mutacion de los genes Sulfonilurea o Insulina
Factores de insulina hepatico nucleares y
transcripcion en el gen del factor
(anteriormente promotor de insulina

MODY

1,3,4,5)

Tipo 2 Resistencia a la insulina y Poligénica Sulfonilureas,
deficiencia relativa de insulina no metformin, inhibidores
debida a destruccion autoinmune de la alfaglucodidasa,
de las células 3 tiazolidenedionas,

insulina
Tipo 1.5 Resistencia a la insulina vy Desconocida Se desconoce la mejor
deficiencicia de insulina debido a terapia aunque todas
destruccion auteinmune de las los farmacos
celulas funcionan
Diabetes Deficiencia no autoinmune de Desconocida, Inicalmente requiere
atipica insulina y resistencia a la probablemente de insulina pero luego
insulina autosémico dominante se controla con
hipoglucemiantes
orales
Diabetes Deficiencia de insulina y Variable, dependiendo Insulina
pancreatica Glucagon la causa
Diabetes ~ Severa resistencia a la insulina  Variable, depenuiendo  Sensibilizantes a la

lipodistrofica

Diabetes
Tipo 3

Destrucciéon autoinmune de las
celulas B en la infancia con
desarrollio posterior de
resistencia a la insulina

si es congénita o
adquirida
Mismos marcadores
genéticos de la
diabetes tipo 1 con
antecedentes
familiares de obesidad
o diabetes tipo 2

insulina, Insulina

Sensibilizantes de
insulina
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Desde el punto de vista genético la DM se divide en tres grandes categorias:

Diabetes poligénica. Resulta de la alteracion en distintos genes, cada uno con un efecto

aditivo.

- Diabetes Tipo 1.- ocasionada por destruccion autoinmune de la celula (3 del

pancreas y asociada a deficiencia absoluta de insulina.

- Diabetes Tipo 2.- Ocasionada por diversas alteraciones en los procesos de
sintesis, secrecion, accion de la insulina, asi como la produccion hepatica de
glucosa. Usualmente existen alteraciones de grado variable en mas de uno de
estos procesos. La deficiencia de insulina no es absoluta.

Diabetes de herencia mitocondrial. Resultado de mutaciones en el genoma mitocondrial.
Diabetes monogénica. La enfermedad es resultado de |a alteracion de un unico gen.

a) Defectos genéticos que afectan la funcion de la célula B-pancreatica:
- Diabetes Tipo "MODY" (maturity-onset diabetes of the young)
- Diabetes neonatal

b) Defectos genéticos que alteran la accion de |a insulina
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: i
Cuadro 2. Clasificacién Etiologica de Diabetes Mellitus [

|. Diabetes tipo | (disfuncién de células B que origina deficiencia absoluta de insulina)

A. Mediada Inmunolégicamente

B. Idiopatica

- - —— o o o o

|Il. Diabetes tipo Il (Puede variar de resistencia a insulina con deficiencia severa de
insulina a un defecto con resistencia a la insulina).

Ill. Otros tipos Especificos

A. Defectos Genéticos en la funcion de células B
1. Cromosoma 12, HNF-1alpha (anteriormente MODY3)
2. Cromosoma 7, glucokinase (anteriormente MODY2)
3. Cromosoma 20, HNF-4alpha (anteriormente MODY 1)
4. Mitocondrial DNA
| 5. Otros

B. Defectos Genéticos en la accion de insulina
1. Resistencia a la Insulina Tipo A
2. Leprecaunismo '
3. Sindrome de Rabson-Mendenhall ‘
' 4. Diabetes Lipoatrofica
| 5. Otros

C. Diabetes del Pancreas exocrino ‘
. Pancreatitis

. Traumatismo/pancreatectomia |
. Neoplasia |
. Fibrosis Quistica |
. Hemocromatosis '
. Pancreatopatia Fibrocalculosa

Otros |

N oA wn

D. Endocrinopatias

. Acromegalia

. Sindrome de Cushing
. Glucagonoma
Feocromocitoma

. Hiperticoidismo

. Somatostatinoma

. Aldosteronoma

Otros

O~ bW =
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Cuadro 2 . Clasificacion Etiol6gica de Diabetes Mellitus

‘—

E. Inducida por Quimicos o Farmacos

Vacor

. Pentamidina
Acido Nicotinico

. Glucocorticoides
. Hormona tiroidea
. Diazoxida

. Agonistas beta adrenergicos
. Tiazidas

. Dilantin
Interferon alfa
Otros

SO0 NO G A LN =

—

F. Infecciones

1. Rubeola congénita
2. Citomegalovirus
3. Otros

G. Formas infrecuentes de diabetes autoinmune |

1. Sindrome de “Hombre rigido” |
2. Anticuerpos anti-receptor de insulina
3. Otros

H. Otros sindromes genéticos asociados con diabetes ‘

Sindrome de Down |
. Sindrome de Klinefelter
. Sindrome de Turner
. Sindrome Wolfram
. Ataxia de Friedreich
. Corea de Huntington
. Sindrome Lawrence Moon Beidel
. Distrofia Miotonica
. Porpfiria
. Sindrome Prader Willi
. Oftros

SO0 0N D WN =

-

IV. Diabetes Mellitus Gestacional (GDM)

[E=]
h
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Diabetes poligénica.

Diabetes Tipo 1.

La Diabetes Tipo 1 siempre se asocia con una deficiencia absoluta de insulina. La diabetes Tipo
1 A (anteriormente denominada Diabetes Mellitus Insulino Dependiente o Diabetes Juvenil)
resulta de la destruccion autoinmune de las células [ del pancreas. La evidencia de la
autoinmunidad se demuestra por la presencia de uno o mas autoanticuerpos para los islotes
pancreaticos. Los anticuerpos para las células de los islotes (ICAS) fueron descritos por vez
primera en los afios setenta (citoplasmaticos). En los afos ochenta, se descrubrieron los
autoanticuerpos para la insulina (JAAS) y posteriormente se descubrieron los autoanticuerpos
para la descarboxilasa del acido glutamico (GADA) y los autoanticuerpos asociados a
insulinoma 2 (IA-ZAS). Actualmente, solo es posible efectuar la determinacion de ICAS y GADA
en la practica médica, en virtud de que los IAAS y los IA-2A aun se utilizan unicamente para fines
de investigacion.

Los anticuerpos contra las células de los islotes (citoplasmaticos) no parecen desempenar un
papel en la etilogia de la destruccion de las células 3. Al comienzo de la Diabetes Tipo 1, del 70
al 80% de los pacientes son positivos para ICAS. Los anticuerpos contra los islotes
frecuentemente declinan después del diagnostico y no mas del 5% al 10% de los pacientes con
Diabetes Tipo 1 presenta positividad para ICAS 10 arios después. La frecuencia de ICAS en la
poblacion general es baja y oscila entre el 0.1% y el 0.3%.

Los autoanticuerpos contra la insulina fueron reportados por vez primera en 1983. Estos
anticuerpos deben ser determinados de manera previa a la administracion exogena de insulina,
debido a que la administracion de esta durante cinco a siete dias origina resultados positivos.
Feeney y cols. comunicaron que los IAAS estuvieron presentes en 90% de nifios menores a 5
anos de edad, en 71% de nifios entre 5 a 10 afos de edad, y en el 50% de los 10 a los 15 afos
de edad.

Los autoanticuerpos para GADA son mas persistentes que los ICAS después del diagnéstico.
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Los autoanticuerpos asociados a Insulinoma 2 son detectados en aproximadamente 60% o mas
en casos de Diabetes Tipo 1 recientemente diagnosticada. Su frecuencia en la poblacion general
oscila del 2 al 3%.

La presencia de uno o mas de estos anticuerpos sugiere de manera significativa un proceso
autoinmune que conduce a la deficiencia de células B.

La destruccion autoinmune de las células P tiene multiples predisposiciones geneticas y también
guarda relacién con factores ambientales aun no completamente definidos. Debe enfatizarse que
la presencia de obesidad no excluye el diagnoéstico de Diabetes Tipo 1A. Por otra parte, los
pacientes con Diabetes Tipo 1, también presentan susceptibilidad para el desarrolio de otros
trastornos autoinmunes como la enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de
Addison, enfermedad celiaca, esclerosis multiple, artritis remautoide juvenil, sindrome de rubeola
congénita y anemia perniciosa.

Algunas formas de Diabetes Tipo 1 no tienen una causa conocida. Corresponde a pacientes que
tienen insulinopenia permanente y no tienen anticuerpos contra los islotes pancreaticos. Por
ejemplo, unicamente 47% de pacientes de raza negra y Diabetes Tipo 1 de inicio reciente tienen
ICAS positivos, lo que sugiere que una considerable proporcion de estos pacientes no tinenen un
componente autoinmune. A este tipo de diabetes se le clasifica como Diabetes Atipica. A esta
forma de diabetes se le conoce también como “diabetes Flatbush”. Estos pacientes usualmente
tienen hiperglicemia y cursan con cetoacidosis de manera mas frecuente que los pacientes con
Diabetes Tipo 2. Este tipo de diabetes al parecer es un trastorno autosomico dominante.

Es conveniente senalar que los niveles de insulina sérica (péptido C) no constituyen un buen
elemento diagnosico para la Diabetes Tipo 1. Lo anterior obedece a que en fases iniciales de la
Diabetes Tipo 1, especialmente en |a Diabetes Autoinmune Latente del Adulto (LADA) existe
secrecion de insulina endégena y puede ser cuantificada durante meses y ocasionalmente

durante anos después de haber efectuado el diagnéstico (13-16).
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Diabetes Tipo 2.

Los pacientes con Diabetes Tipo 2 presentan tanto resistencia a la insulina como deficiencia
relativa de la misma. La terapia con insulina no se requiere para la sobrevida pero con frecuencia
es necesaria para el tratamiento de la hiperglucemia. Existen varias formas de este tipo de
diabetes y no existe evidencia de destruccion autoinmune de las células .

La mayoria de pacientes con Diabetes Tipo 2 presentan resistencia a la insulina relacionada con
la obesidad. A pesar de que la cetoacidosis raramente se presenta. puede ocurrir en asociacion
con otras condiciones que elevan las hormonas contrarreguladoras. Las infecciones y el infarto
agudo al miocardio son causas frecuentes de cetoacidosis diabetica, especialmente en pacientes
anosos.

La Diabetes Tipo 2 se asocia con una fuerte predisposiciopn genética, incluso en mayor grado
que la Diabetes Tipo 1. Desafortunadamente, la genetica de la diabetes Tipo 2 es compleja y no
esta completamente definida. Los principales factores de riesgo para la diabetes Tipo 2 incluyen
edad avanzada, obesidad y sedentarismo. Es mas frecuente en individuos con hipertension o
dislipidemia y es muy frecuente en hispanos, negros, indios americanos y asiatico americanos.
También es mas frecuente en mujeres con antecedente de diabetes gestacional o mujeres
con antecedente de wun producto macroséomico. Es importante senalar que
aproximadamente 50% de las mujeres con Diabetes Gestacional, desarrollan Diabetes Tipo

2 en los seis anos subsecuentes (16).

Diabetes de herencia mitocondrial.

Originada por mutaciones en el genoma mitocondrial y que son heredadas por via materna. Estas
mutaciones se asocian a defectos en la fosforilacion oxidativa, derivando en disfuncion a nivel
tisular y diversa sintomatologia que incluye miopatia, encefalopatia, acidosis lactica y diabetes
(sindrome MELAS). La mutacion mas frecuentemente reportada es A—»G en la posicion 3243 del

gen del tRNA, que también se asocia a diabetes de transmision materna y sordera. En esta forma
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de diabetes existe un defecto primario en la secrecién de insulina y se encuentra en individuos
jévenes asociada a sordera bilateral.

Distintos autores han evaluado la posible participacién de alteraciones en el genoma mitocondrial
en la Diabetes Tipo 2 y encontraron que la frecuencia de la mutacion 3243 A—G oscila entre el

0.5y el 2.8% de los pacientes diabéticos (16).

Diabetes monogénica

Defectos genéticos que afectan la funcion de la célula B-pancreatica.

Diabetes Tipo “MODY" (Maturity-Onset Diabetes of the Young).

Constituye un grupo heterogéneo de alteraciones hereditarias autosomico dominantes
caracterizadas por diabetes no cetogénica, comienzo en la infancia o la adolescencia y un defecto
en la funcion de las células p del pancreas.

Desde el punto de vista clinico algunos pacientes presentan hiperglicemia leve en ayunas durante
muchos afios, mientras otros pueden presentar diversos grados de intolerancia a la glucosa,
antes del comienzo de la hiperglicemia persistente. De manera ocasional existe una progresion
rapida a la hiperglicemia persistente (13-16).

Estimaciones recientes sefialan que la Diabetes Tipo “MODY" constituye del 1% al 5% de todos
los casos de diabetes en los Estados Unidos de Norteamerica y diversos paises industrializados.
La diabetes tipo "MODY" ademas de que se caracteriza por una edad de aparicion temprana y un
patron de herencia autosomico dominante, se verifica la afectacion de individuos en al menos tres
generaciones. La diabetes en estos pacientes ocurre por mutaciones en un solo gen. Se han
relacionado con este tipo de diabetes seis genes que codifican para proteinas involucradas en el
metabolismo y desarrolio de las células P pancredticas: el Factor Nuclear de Hepatocitos 4a

(HNF-4qa), el Factor Nuclear de Hepatocitos 1a (HNF-1« ), el Factor Promotor de Insulina 1 (IPF-

1) , el Factor Nuclear de Hepatocitos 1B (HNF1p), el Factor NeuroD1 y el gen de la enzima
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glucocinasa (GK). Alteraciones en cualquiera de estos genes causan disminucion en la secrecion
de insulina. La frecuencia reportada para mutaciones en estos genes varia segun distintos grupos
étnicos.

Por otra parte, existen reportes en donde se sefala que entre el 25-45% de familias con Diabetes
Tipo MODY tienen alteraciones en genes distintos (aun no identificados) a los seis genes MODY
conocidos (Shin & Stoffel, 2002) y agrupan a las familias afectadas en una categoria denominada
“MODY X" (17-21).

Los Factores Nucleares de Hepatocitos (HNF's) son factores de transcripcion originalmente
identificados en el higado, esenciales en la expresion de distintos genes desde el momento del
desarrollo embrionario y durante la vida adulta. El HNF-4a desempefa un papel importante en el
desarrollo, diferenciacion celular y el metabolismo del pancreas endocrino e interviene en el
funcionamiento normal del intestino, higado y riién. Por su parte HNF-1a es un factor de
transcripcion de tipo homeodominio expresado también en higado, intestino, rifion y células B
pancreaticas. HNF-1B y HNF-1a son proteinas homdlogas que funcionan como homo o
heterodimeros por lo que tienen una distribucion celular muy similar. Sin embargo, la proporcion
de HNF-1a/HNF-1p difiere en los distintos tejidos. Por ejemplo, HNF-1a es mas abundante en
higado y HNF-13 en el rifidn (22).

En términos generales, la Diabetes Tipo MODY no se asocia a obesidad, autoinmunidad o
cetoacidosis y algunas caracteristicas clinicas son mas frecuentes en pacientes con mutaciones
en algunos de los genes MODY. Por ejemplo, pacientes con mutaciones en el gen GK tienden a
presentar hiperglicemia moderada desde el nacimiento, no requieren de hipoglucemiantes orales
y ocasionalmente desarrollan complicaciones crénicas. Por el contrario, pacientes con
mutaciones en los genes_HNF-‘la y HNF-4a manifiestan hiperglicemia en la nifiez o después de la

pubertad, presentan deficiencia severa en la secrecion de insulina y las complicaciones
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microvasculares son frecuentes. La frecuencia de mutaciones identificada en cada uno de los

genes MODY y algunas de sus caracteristicas clinicas asociadas se muestran en el Cuadro 3

Los pacientes con mutaciones en HNF-1c«. presentan hipersensibilidad a la administracion de

sulfonilureas, ocasionando con frecuencia hipoglicemia al inicio del tratamiento Esta
caracteristica distingue a los pacientes con mutaciones en HNF-1a (18-22)
Cuadro 3. Caracteristicas asociadas con Diabetes Tipo MODY
| MODY1 MODY2 MODY3 MODY4 MODY5 MODY6 MODYX
Region 20q e 12g 139 17 cen-g21.3 2 Desconocido
cromosomica
Desconccido
Locus/Gen HNF-42 Glucocinasa HNF-12 IPF-1 HNF-1B Neuro D1 /mas de
implicado uno? |
| Distribucién (% de Bajo 8-63% * 21-64% * Bajc No se conoce Bajo 16-45% |
| familias MODY)
Edad de En el adulto SR Edad
diagnostico Postpuberal | Enlanifiez = Postpuberal joven Postpuberal adulto variable
joven
Defecto primario Pancreas/ = Pancreas/ ~ Pancreas/ | Pancreas/ Pancreas/ Pancreas/  Pancreas/
| higado higado Rifion otro? otro? |  riAon otro? otro otros? |
| Caracteristicas B I . Quistes renales/
fenotipicas aJ0 peso a malformaciones
asociadas nacimiento del aparato
| genital 1
I Poco Poco Paco hioge
Severidad Severo Eiero Savaros it Poco Severo/? conoce Variable
Complicaciones Con Muy raras Raras? Raras? Raras? Pge No se i
frecuencia Y ras aras conoce et
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Ademas de asociarse a la Diabetes Tipo MODY, los genes HNF-1a, HNF4x e IPF-1 se han
relacionado con la susceptibilidad al desarrollo de la DM2. Por ejemplo. variantes de secuencia en
el gen IPF-1 se han descrito en pacientes con DM2 de inicio tardio (Hani et al., 1999, MacFarlene
et al., 1999). Algunas de estas mutaciones como la D76N, Q59L, C18R y R197N se asocian a
una disminucién en la secrecion de insulina estimulada por glucosa. Por su parte, mutaciones
en los genes HNF1a, HNF4a , IPF-1 y glucocinasa se han identificado en pacientes con
diabetes gestacional (Reis et al., 2000, Hansen et al., 2000, Ellard et a/, 2000), mostrando con
ello que estos genes participan tanto en las formas monogenicas como poligenicas de la

enfermedad (23,24)
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Figura 1. Representacion esquematica de la red de factores de transcripcion que regulan la
fisiologia de la célula p pancreédtica. EI HNF-3a regula la sintesis de HNF-4a y de otro factor
conocido como Ngn3. A su vez, estos factores regulan la produccién de otras proteinas como
HNIr-1a o Beta2/NeuroD1. Por io tanto, las muiaciones en un facior de transciizoion afectaran
secundariamente la sintesis ue olios fadivies, wapivaniuvas asl iae iUItpie: alteraciones

metabdlicas propias de la diabetes.

EE
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Diabetes Neonatal
Diabetes neonatal transitoria.

Es un subtipo de diabetes poco frecuente que ocurre durante las primeras seis semanas de vida
en productos a término y que se resuelve alrededor de los 18 meses de edad. Se refiere que
estos pacientes presentan un riesgo incrementado para desarrollar Diabetes Tipo 2 en la etapa
adulta. Se sefala que es resultado de la sobre-expresion de un gen transmitido por via paterna
sujeto a imprinting, dentro del locus 6p24. Entre los mecanismos implicados en la genesis de la
Diabetes Transitoria Neonatal esta la isodisomia uniparental, una duplicaciéon sub-microscopica
de un segmento del cromosoma 6 de origen paterno y un defecto de metilacion en la region CpG

que comprende el exén 1 del gen ZAC/HYMAI (25).

Diabetes neonatal permanente (Sindrome de Wolcott- Rallison)

Representa un padecimiento recesivo poco frecuente causado por mutaciones en le gen EIFAK3
que codifica para el factor de iniciacion de la traduccion 2-u cinasa 3 localizado en el cromosoma
2p12 (Delepine et al, 2000). En casos de autopsia de pacientes con este sindrome encuentra una

disminucion en el nimero de celulas P del pancreas (26,27).

Formas monogénicas que afectan la accion de la insulina (Sindromes de resistencia a la
insulina).

Diabetes por mutaciones en el gen del receptor de la insulina.

A la fecha se han descrito mas de 60 mutaciones distintas asociadas a resistencia a la insulina y
otras condiciones asociadas como acantosis nigricans e hiperandrogenismo. La mayoria de estas
mutaciones se heredan de forma dominante y alteran la fosforilacion del receptor. Pacientes
homocigotos para mutaciones en el receptor de la insulina o heterocigotos compuestos
(pacientes portadores de una mutacion distinta en cada uno de los alelos del gen) presentan el

sindrome de Rabson-Mendelhall con resistencia extrema a la accion de la insulina.



ISIDRO A. Genes IPF-1, HNF-1a y Glucocinasa en Diabetes Gestacional.

Otra forma de resistencia a la insulina de herencia autosomica dominante es la causada por
mutaciones en el gen que codifica para la laminina A y C (LMNA) y esta caracterizado por
lipodistrofia parcial de inicio después de la pubertad y un riego incrementado a DM2. hipertension,
dislipidemia y enfermedad coronaria prematura.

Se han descrito adicionalmente dos familias con mutaciones en el gen PPARy que afectan el
dominio de union al ligando (P476L, V290M). Estas familias tienen un patron de herencia
autosémico dominante y los individuos afectados tienen resistencia severa a la accion de la
insulina, con desarrollo de diabetes e hipertension a una edad temprana. Ademas presentan
niveles elevados de triglicéridos y bajos de HDL-colesterol. Adicionalmente, las mujeres presentan
oligomenorrea o amenorrea primaria.

Al igual que para otros genes, distintos grupos han tratado de evidenciar la participacion de
variantes de secuencia en el gen PPARy en |la DM2 poligenica. La presencia del alelo Pro12 se
ha asociado a resistencia a la insulina, mayor indice de masa corporal y un riesgo incrementado
al desarrollo de DM2. Dada la elevada frecuencia del alelo Pro12 en la poblacion general, este
seria el primer caso de un alelo frecuente que confiere un riesgo elevado para el desarrollo de la
DM2, y donde el riesgo es aparentemente modulado por factores ambientales como el tipo de

grasa que se consume en la dieta (28).
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Diabetes gestacional.

Definicion.

La Diabetes Gestacional (DG) corresponde a la intolerancia a carbohidratos que se detecta por
vez primera durante el embarazo, independientemente que se requiera insulina. Esta definicion
incluye tanto mujeres que desarrollan diabetes durante el embarazo, como aquellas que la
padecen desde antes pero que no habian sido diagnosticadas (28). Esta definicion engloba
aspectos complejos en relacion con la glicemia, efectos fisiopatologicos y clinicos para los cuales
existen diversas opiniones relacionadas con su deteccion y manejo clinico.

Existe evidencia de que la hiperglicemia materna leve constituye un factor de riesgo para la
morbilidad fetal (29).

Seis semanas después del parto, la paciente debe de ser nuevamente evaluada, ya que la
mayoria de las pacientes con DG retornan a sus valores normales de glucosa en sangre: sin

embargo, el 30% puede persistir con Diabetes o Intolerancia a la Glucosa.

Epidemiologia.

A nivel mundial se reporta una incidencia que oscila entre 1 a 5%. En nuestro pais, Forsbach y
cols., comunicaron una incidencia del 4.3% en el Estado de Nuevo Leén. En la Ciudad de México.
se reportd una incidencia del 7% en el Hospital “Luis Castelazo Ayala" del Instituto Mexicano del

Seguro Social (IMSS) (30,31)

Clasificacion.

Cuando la diabetes y el embarazo coexisten, se puede utilizar el sistema de clasificacién de la
Dra. White (modificado por Freinkel). Dicho sistema tiene como base la edad de inicio de la
enfermedad, su duracion y la presencia de alteraciones vasculares, lo que confiere un valor

pronostico al embarazo y ademas posibilita valorar a la paciente diabética (Cuadro 4).
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Lo anterior es importante, ya que en la Third International Workshop Conference on Gestational
Diabetes patrocinada por The American Diabetes Association (ADA) en cooperacion con The
American College of Obstetritian and Gynecologist (ACOG), han hecho la siguiente consideracion:
Aquellas mujeres que solamente requieren dieta para lograr niveles de euglicemia. tienen una
disminucion significativa de mortalidad perinatal. En cambio, aquellas pacientes con diabetes

gestacional que requieren de insulina para su control (A2), tienen un pobre resultado perinatal

(32).
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Cuadro 4. Clasificacion de WHITE (Modificada por Freinkel)

Diabetes gestacional
| Curva de glicemia patoldgica que aparece o se detecta
por primera vez durante el embarazo actual.
Debe ser reevaluada en en postparto.
Anomalias en el metabolismo de los HCO diagnosticadas
antes del embarazo actual.

Clasificacion

Glucosa basal normal con:

DG en embarazos previos 0

Intolerancia a la glucosa previa al embarazo
Tratamiento con dieta.

Clase B
| Glucosa basal superior a la normal con:
| DG en embarazos previos 0

! Intolerancia a |la glucosa previa al embarazo o diabetes
| previa al embarazo.

| Con o sin insulino terapia.

| Con duracion entre 0 y 9 anos.

Inicio después de los 20 afios.
| No evidencia clinica de angiopatia.
|Clase C

Diabetes previa al embarazo.
Con insulinoterapia.

Inicio entre los 10 y 19 afios.
Duracion entre 10 y 19 anos.
Sin_pruebas clinicas de angiopatia.

Clase D
| Diabetes previa al embarazo.
| Con insulinoterapia.
Inicio antes de los 10 fios.
Duracion mayor de 20 afos.

Retinopatia no proliferativa o calcificaciones vasculares.
|Clase F

| Diabetes previa al embarazo.

| Con insulinoterapia.

Con pruebas clinicas de nefropatia.

Clase R
| Diabetes previa al embarazo.
| Con insulinoterapia.

| Con pruebas clinicas de retinopatia proliferativa.
|

|Clase RF
| Criterios de clase R y F coexistentes.
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Metabolismo Energético durante el embarazo y en la DG.

El embarazo incrementa la demanda de energéticos metabolicos que se requieren para el
crecimiento y desarrollo fetal y sus estructuras de sostén, que incluyen la placenta y el utero. El
costo energético total relacionado con la gestacion se calcula en 83, 000 Kecal. Una mujer normal
con peso adecuado aumenta aproximadamente trece kilogramos durante un embarazo no
complicado. El crecimiento del Utero y su contenido contribuyen con casi 6 Kg. Existe un aumento
de liquidos corporales de casi 3 Kg y un acumulo de grasa de casi 4 Kg.

La modificaciéon del gasto energético y la acumulacion de grasa ocurren en etapas diferentes
durante el embarazo. La tasa metabolica basal materna cambia poco durante las primeras 20
semanas pero se incrementa hasta casi 400 Kcal diarias con respecto a cifras basales
pregestacionales en la segunda mitad del embarazo. Por otro lado, el depdsito de grasa aumenta
en etapas tempranas de la primera mitad del embarazo, alcanzando su maximo antes de la

semana 30.

Por tanto, resulta practico dividir la descripcion de los cambios metabodlicos que ocurren durante el
embarazo en aquellos que se presentan en etapa temprana (1 a 20 semanas) y los que se

manifiestan en etapa tardia (21 a 40 semanas) (33).

Metabolismo energético durante el embarazo temprano.

Estudios realizados durante el embarazo en mujeres no diabéticas, ni obesas revelaron mayor
sensibilidad que la normal al efecto de disminucion de glucosa sanguinea por insulina exdgena
administrada durante el primer trimestre, en comparacion con el segundo y el tercero (34).
Catalano y cols., (35) realizaron estudios prospectivos en seis mujeres no obesas antes y
después del embarazo (12-14 semanas) y encontraron un incremento de casi 120% en la
respuesta insulinica de primera fase después de la administracion intravenosa de glucosa, asi

como un pequefo incremento en la tasa de desaparicion de glucosa en sangre venosa en etapas
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tempranas del embarazo. Dichas pacientes tuvieron un aumento de la proporcién insulina/glucosa
plasmatica durante pruebas de TOG que indicaron mayor liberacion de insulina. Esto ultimo,
pudiera relacionarse con el aumento de la cifra plasmatica de estréogenos, ya que sensibilizan la
capacidad de respuesta de las células 3 de los islotes de Langerhans a la glucosa. Mediante Ia
técnica denominada de “pinzamiento euglicémico-hiperinsulinémico”, que permite precisar la
sensibilidad periférica a la insulina, se encontré que era casi igual antes y durante el embarazo
temprano al igual que la capacidad de produccion hepatica basal de la glucosa determinada con
el isotopo 6,6 2H2 glucosa. De manera que estos autores concluyeron que. durante la etapa
temprana del embarazo, la respuesta de primera fase de insulina a la glucosa era mayor, la
tolerancia a la glucosa era normal o un poco aumentada y la sensibilidad periférica a la insulina
asi como la produccion hepatica basal de glucosa eran normales.

La relacion entre el aumento de insulina, con sensibilidad tisular normal o aumentada a ella
durante el embarazo temprano, produce un medio metabdlico que favorece el aumento de la
lipogénesis y almacenamiento de grasa como preparacion para la mayor necesidad energética de
la unidad feto-placentaria en crecimiento durante la segunda mitad del embarazo. Observaciones
adicionales apoyaron este concepto tales como la variacion en cifras sanguineas de diversas
hormonas que ocurren durante etapas tempranas del embarazo, que incluyen cortisol, estrogenos
y progestagenos, que estimulan la acumulacion de grasa. De manera particular, se considera que
el importante aumento de la concentracion plasmatica de cortisol contribuye al incremento en la

lipogenesis (36).
En conclusion, el embarazo temprano se caracteriza por mayor secrecion de insulina en

respuesta a la glucosa, sensibilidad periférica a la insulina ligeramente aumentada, tolerancia a la

glucosa normal o levemente aumentada y acumulacién de grasa materna.
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Metabolismo energético durante etapas avanzadas del embarazo.
El embarazo en fase tardia se caracteriza por un crecimiento acelerado del feto, incremento
brusco de diversas hormonas diabetégenas que incluyen Lactégeno Placentario Humano (LPH) y

estrogenos, asi como resistencia creciente a multiples acciones de la insulina (37)

Catalano y cols., comunicaron un decremento superior al 50% en la sensibilidad periférica a la
insulina durante el tercer trimestre, en comparacién con el primer trimestre y mujeres no
embarazadas. Adicionalmente, reportaron un incremento de casi 30% en la secrecion hepatica
basal de glucosa a pesar de cifras elevadas de insulina sérica, lo cual indica resistencia hepatica

a lainsulina (34).

Otros autores como Ryan y cols., (38) utilizando la técnica de "pinzamiento” senalaron un
decremento de casi 33% en la sensibilidad periférica a la insulina en embarazadas durante el
tercer trimestre en comparacion con mujeres no embarazadas.

Por otra parte, Buchanan y cols., mediante pruebas de tolerancia a la glucosa intravenosa y
estimando la sensibilidad a la insulina con la tecnica del modelo minimo de Bergman (39),
encontraron menor sensibilidad durante el tercer trimestre en un 33% de lo normal, en tanto que
las concentraciones de insulina sérica estaban elevadas casi al triple (33). Las causas de dicha
resistencia a la insulina durante etapas avanzadas del embarazo no estan totalmente dilucidadas.
La aparicion concomitante de resistencia a la insulina y el aumento de la cifra sanguinea del LPH,
una hormona con intensa actividad lipolitica y antiinsulinica (34) sugiere que el LPH y otras
hormonas diabetégenas (cortisol, progesterona y estrégenos) pudieran originar gran parte de la

observada resistencia a la insulina (40).
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La fase avanzada del embarazo también se caracteriza por aparicion de lo que se ha denominado
“inanicién acelerada” (33) que corresponde a un patrén metabdlico derivado de la extraccion
continua de nutrimentos de la sangre materna por el feto.

En mujeres no embarazadas, el higado constituye la Unica fuente de glucosa e inicia su
participacion aproximadamente seis horas después de la ultima comida, esto es, cuando termina
la absorcion de nutrimentos del tubo digestivo. Bajo estas circunstancias. el higado produce
glucosa a una velocidad de casi 2.2 mg/Kg/min, la mayor parte de la cual proviene de glucogeno
y el resto de la gluconeogénesis (35). Entre el 50 a 60% (1.1 a 1.3 mg/Kg/min) de la secrecion
hepatica de glucosa es captada y oxidada por el sistema nervioso central y el resto por diversos
tejidos que incluyen eritrocitos, leucocitos y medula ésea (40). En estos, la captacion de glucosa
no depende de insulina y es mediada por una proteina especifica de transporte llamada GLUT 1
(37).

Durante el tercer trimestre del embarazo, la captacion de glucosa por el feto se calcula en casi 6
mg/Kg/min (39). Para poder satisfacer este requerimiento, es necesario aumentar la produccion
de glucosa hepatica materna en casi 3 mg/Kg/min, que equivale a un 14%. Calan y cols.,
informaron el incremento de la tasa basal de produccion de glucosa hepatica durante etapas

avanzadas del embarazo (40) en 16%, en tanto que Catalano y cols., comunicaron 30% (34).

Ademas de glucosa, el producto obtiene aminodacidos de la circulacién materna y como resultado,
su concentracion permanece relativamente baja, limitando el potencial de gluconeogénesis
hepatica a partir de estas sustancias. Lo anterior, se resuelve con mayor fragmentacion y
utilizacion de grasa. La lipdlisis produce glicerol, que es un excelente sustrato para la
gluconeogeénesis hepatica (30), y proporciona acidos grasos cuya oxidacion genera energia
necesaria para impulsar la gluconeogénesis y acetil-CoA, que activa la piruvato carboxicinasa,

enzima limitante en la via de la gluconeogénesis (35).
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Por otra parte, cifras elevadas de acidos grasos libres inhiben la captacion y oxidacion de glucosa
conservandola para uso del sistema nervioso central y el feto (31). Los cambios metabolicos
descritos son semejantes a los que ocurren durante el ayuno prolongado en mujeres no
embarazadas, cuando se utilizan acidos grasos para cubrir casi todas las necesidades de energia
corporal y la gluconeogénesis a partir de aminocacidos disminuye a un minimo para proteger las
reservas de proteinas esenciales (33). En el embarazo, el cambio del metabolismo de
carbohidratos al de grasas, que durante el ayuno requiere de dos a tres dias para manifestarse
por completo, se realiza en 14 a 18 horas y se le denomina “inanicion acelerada” (41).

El cambio de utilizacion de carbohidratos al de grasa es regulado por hormonas. La merma de la
concentracion plasmatica de insulina, producida por la concentracion decreciente de glucosa,
permite que aumente la lipolisis (14), gluconeogénesis y produccion hepatica de glucosa.

El concepto de inanicion acelerada se sustenta por la demostracion de que la glucosa y alanina
plasmaticas (aminoacido gluconeogenico importante) disminuyen y los acidos grasos libres y los
cuerpos cetonicos plasmaticos (productos de la lipdlisis y oxidacion de las grasas) aumentan

horas antes de observar estos cambios en personas sin embarazo.

La resistencia a la insulina en etapas avanzadas del embarazo origina cambios importantes en la
cifra posprandial de energéticos metabodlicos. Asi, en respuesta a comidas ricas en carbohidratos,
la concentracion de glucosa plasmatica aumenta mucho mas durante el embarazo. Asimismo,
ocurren aumentos similares en triglicéridos plasmaticos, especialmente en lipoproteinas de muy

baja densidad (40,41).
En resumen, |a etapa avanzada del embarazo se caracteriza por el crecimiento fetal y respuestas

maternas a las necesidades crecientes de nutrimentos por el feto, lo que incluye un cambio

acelerado de la utilizaciéon de carbohidratos a la de grasas, denominado patrén de inanicion
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acelerada, favorecido por resistencia periférica a la insulina y cifras sanguineas altas de

hormonas lipoliticas.

La DG usualmente ocurre durante la segunda mitad del embarazo aunada a la aparicion paralela
de resistencia a la insulina. Sin embargo, es poco probable que esta resistencia sea la unica
causa de DG.

En primer lugar, para producir intolerancia a la glucosa en presencia de un pancreas endocrino
sano, dicha resistencia tiene que ser muy intensa, tal como la que se verifica en el sindrome de
resistencia extrema a la insulina Tipo B, donde anticuerpos contra el receptor de insulina
producen un sindrome similar a la Diabetes Tipo 2. La resistencia encontrada en la DG nunca
alcanza el grado que ocurre en el sindrome Tipo B. En segundo lugar, todas las mujeres
embarazadas presentan resistencia a la insulina, pero menos del 10% desarrollan DG (30-32). Lo
anterior indica que la resistencia puede no ser el unico trastorno responsable y sugiere
que las pacientes con DG tienen ademas un defecto en la secrecion de insulina.

En relacion con lo sefalado, Buchanan y cols., (42) encontraron que la primera fase de secrecion
de insulina en respuesta a glucosa intravenosa disminuia mucho en mujeres con DG durante el
tercer trimestre, en comparacion con mujeres embarazadas no diabéticas. De manera similar,
Kuhl informo que la respuesta de insulina a la glucosa oral e intravenosa era tardia y estaba
disminuida durante etapas avanzadas del embarazo, en comparacion con la gestante no
diabética.

La DG representa un trastorno heterogéneo en el que la resistencia a la insulina
determinada genéticamente, la obesidad y la edad, contribuyen a la intensidad del proceso
(40). Por tanto, no es sorprendente que se haya comunicado que tal resistencia es comparable o
mayor en la DG que en mujeres embarazadas no diabéticas.

En este tenor, Ryan y cols., comunicaron un aumento del 60% en dicha resistencia durante el

segundo trimestre en mujeres con DG en comparaciéon con embarazadas no diabéticas. La
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hiperglicemia en pacientes con DG parece ser consecuencia de una mayor produccion hepatica
de glucosa y la citada resistencia a la insulina (38).
Al respecto, Catalano y cols., (33) encontraron que la produccion de glucosa hepatica responde

menos a la supresion por insulina en la DG, lo que sugiere resistencia hepatica a la hormona.

Hormonas vinculadas con la resistencia a la insulina e hiperinsulinemia en el embarazo.
Las hormonas de la reproduccion aumentan conforme avanza la gestacion. Estas hormonas

inducen resistencia periférica a la insulina y contribuyen a alteraciones en la funcion de células j.

Estrogenos y progesterona.

Los estrogenos y la progesterona aumentan en etapas tempranas del embarazo y se ha sefialado
a estas hormonas en la modificacién del metabolismo de la glucosa materna. En animales
tratados con estrogenos, hubo un decremento significativo en la concentracion de glucosa
después de una prueba de tolerancia al carbohidrato. Este decremento se vinculd con un
incremento casi al doble en la concentracion de insulina. En adipositos de rata en cultivo, el
tratamiento con estrogenos no tuvo efecto sobre el transporte de glucosa, pero si una union
importante de insulina. Se ha sefialado a la progesterona con un vinculo entre 60 a 70% de
aumento en la respuesta a |a insulina ante una carga de glucosa, pero no disminuyo la tolerancia
a esta. La progesterona disminuyo el transporte maximo de glucosa y la union a insulina en
adipositos de ratas en cultivo. Nelson y cols., calcularon el recambio endogeno de glucosa y la
captacion del carbohidrato en el modelo de rata con ovariectomia utilizando inyeccion de un
trazador y una pinza de euglicemia. El tratamiento con progesterona no cambié la captacion de
glucosa mediada por insulina en tejido periférico, pero aminoro la capacidad de la insulina para

suprimir la produccion endogena de glucosa (42).
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Cortisol.

En etapas avanzadas del embarazo su concentracion materna es casi 2.5 veces mayor que fuera
del embarazo. Rizza y cols., comunicaron que la tasa de produccidén de glucosa hepatica
aumentaba y la sensibilidad a la insulina disminuia bajo condiciones experimentales de inyeccion
intravenosa lenta de una gran cantidad de cortisol en 24 horas. Giorgino y cols., demostraron
que el exceso de glucocorticoides en musculo estriado se caracteriza por menor
fosforilacion de tirosina del receptor de insulina y del contenido del sustrato 1 del receptor
de insulina. Concluyeron que la resistencia a la insulina inducida por glucocorticoides parecia

producto de mecanismos posteriores al receptor (43,44).

Lactégeno Placentario Humano.

Se sefala al LPH como una de las hormonas principalmente encargadas de la menor sensibilidad
a la insulina conforme avanza la gestacion. En realidad, la inyeccion durante doce horas de la
noche de LPH produce alteracion de la tolerancia a la glucosa que se manifiesta por aumento de
la insulina y glicemia en respuesta a una carga de glucosa oral. En adipositos en cultivo, el LPH
disminuyod el transporte maximo de glucosa, pero no cambio la union de insulina. Brelje y cols.,
informaron que el LPH estimulo directamente la secrecion de insulina en celulas de islotes
pancreaticos humanos en cultivo. Se desconoce si tales adaptaciones tienen relacion con

defectos posteriores al receptor de insulina que causan resistencia a la hormona in vivo (45).

Prolactina.

La concentracion de prolactina plasmatica aumenta 5 a 10 tantos durante el embarazo. Gustafson
y cols. comunicaron que la concentracién basal de insulina y la posterior a una carga de glucosa
asi como la respuesta de insulina eran mayores en mujeres con hiperprolactinemia que en
controles durante una curva de tolerancia a la glucosa. Cuando se cultivaron células de los islotes

de rata con prolactina, se obtuvo un incremento al triple, dependiente del tiempo, en la secrecion
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de insulina. En adipocitos de rata en cultivo, la prolactina disminuyo el transporte maximo de
glucosa, pero no cambié la union de insulina. Skouby y cols., utilizaron una curva de tolerancia a
la glucosa en 15 embarazadas sin DG y en 15 con DG y despues cuantificaron las respuestas de
insulina, glucagon y prolactina en el embarazo avanzado y posparto. No hubo diferencias en la
concentracion basal de prolactina entre los dos grupos durante el embarazo o en el posparto. Las
cifras de prolactina no se alteraron durante pruebas de TOG y no se encontro correlacion entre el
deterioro de la tolerancia a la glucosa y la concentracion de prolactina en ningun grupo
Concluyeron que las cifras anormales de prolactina no tienen importancia fisiopatologica para la

aparicién de la DG, lo que sugiere que se requiere de mayores investigaciones (46).

Factores para el equilibrio energético en el embarzo.

Factor de necrosis tumoral a (TNF a).

Es una citosina producida en monocitos, macrofagos, células T, neutrdfilos, fibroblastos y
adipocitos. Los animales y seres humanos obesos muestran una correlacion positiva entre la
concentracion de TNF-« y el indice de Masa Corporal e hiperinsulinemia. La inyeccion de TNF-a
produce aumento de la resistencia a la insulina en la rata y células de musculo estriado humano
en cultivo. Aungue la concentracion de TNF-« circulante en plasma de pacientes obesas es muy
baja en comparacion con la que se encuentra en pacientes quemadas y caqueécticas, pruebas
recientes indican que las celulas de musculo estriado expresan mRNA para TNF-u« y que debiera
actuar en forma paracrina. TNF-o parece alterar la insulina, lo que se demuestra por fosforilacion
creciente de serina de IRS-1, que inhibe la actividad de tirosincinasa del receptor de insulina.
Aunque la neutralizacion de TNF-a en ratas obesas y resistentes a la insulina mejora la
sensibilidad a la hormona y la autofosforilacion de su receptor, la neutralizacion de TNF-a
circulante no mejora la sensibilidad a la insulina en seres humanos. Catalano y cols., informaron

que los cambios en la sensibilidad a insulina desde el embarazo temprano (22 a 24 semanas)
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hasta el tardio (34 a 36 semanas) tienen relacion con TNF-a . Hubo un incremento significativo
del 25% en TNF-a que correlaciond con el cambio en porcentaje de grasa corporal de las etapas
tempranas a tardias del embarazo. Concluyeron que esos datos apoyan al importancia de TNF-a

como factor contribuyente al decremento en la sensibilidad a la insulina en el embarazo (46).

Leptina.

Producto del gen de la obesidad (ob), es una hormona polipeptidica de 167 aminoacidos
originalmente identificada por clonacion posicional en 1994. Se produce y secreta en tejido
adiposo, puede inhibir la ingestién de alimentos y aumentar el gasto de energia al actuar sobre
hipotalamo. La concentracion circulante de leptina en seres humanos tiene un estrecho vinculo
con la concentracion de insulina en ayuno y el porcentaje de grasa corporal, lo que la hace un
marcador de obesidad y del sindrome de resistencia a la insulina. Se encuentran receptores a la
leptina no sélo en el hipotalamo (hipotalamo ventromedial, nicleo arqueado) sino también en
musculo, higado, pancreas, adipocitos, Utero, placenta, ovario y células linfoides. En ratones
ob/ob (ob mutacién en el gen de leptina) que carecen de leptina, su administracion se vinculd
con un aumento de la concentracién de hormona luteinizante, mayor peso ovarico y uterino y
cambios significativos en la histologia ovarica y uterina, lo que identifica asi potenciaimente al
peptido como un regulador permisivo de la madurez reproductiva. En la rata, la inyeccion de
leptina aumento de manera aguda y significativa la velocidad de inyeccion de glucosa en una
pinza de euglicemia-hiperinsulinemia. El tratamiento cronico con leptina disminuye la grasa
visceral, inhibe la produccion hepatica de glucosa y estimula la captacion de esta Ultima en el
musculo.

La cifra plasmatica de leptina se encuentra muy aumentada en embarazadas en comparacién con
mujeres no embarazadas. Masuzaki y cols., encontraron que la concentracién de leptina
plasmatica estaba muy incrementada durante el segundo trimestre y se mantuvo alta en el

tercero. La concentracion de leptina plasmatica 24 horas después del alumbramiento disminuyé a
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menos que la cuantificada durante el primer trimestre. Highman y cols., mostraron que la leptina
plasmatica materna aumento mucho durante etapas tempranas del embarazo, antes de cualquier
cambio importante en la grasa corporal y la tasa metabdlica en reposo, y sugirieron que el
embarazo parece ser un estado de resistencia a la leptina. En seres humanos, la mayor
concentracion de leptina en venas umbilicales que en las arterias correspondientes y el
decremento notorio durante el periodo neonatal sugieren que la placenta es una de las principales
fuentes de leptina en la circulacion fetal. Si bien la concentracion plasmatica de leptina aumenta
durante el embarazo en el ratén y la rata, su mRNA no lo hace en esas placentas. Tal vez la
produccion de leptina puede regularse de modo diferentes en especies diversas durante el
embarazo. Las cifras de leptina en sangre del cordén tuvieron correlacion positiva con el peso al
nacer, el indice ponderal y la talla y circunferencia cefalica. La concentracién de leptina en sangre
del corddn, no asli la de insulina, tuvo relacion negativa con el aumento de peso del nacimiento a
los cuatro meses. Asi, la leptina puede tener un papel importante en el crecimiento fetal y el

metabolismo materno de la glucosa (47)

Sistema de senales de la insulina.

La insulina es la principal hormona que regula la concentracion de glucosa en sangre. Actua por
estimulacion de la entrada de glucosa y su metabolismo en adipocitos y por inhibicion de la
gluconeogeénesis hepatica. Aunque definir las moléculas y pasos clave en las senales de la
insulina ha sido un reto importante para la investigacion bioquimica, se ha logrado gran progreso
en la comprension de los mecanismos de transmision de sefiales de insulina, como el
descubrimiento de los sustratos del receptor de insulina .

La insulina inicia su accién por union al receptor de la hormona, que se encuentra en todos los
tejidos. El nimero de receptores de insulina varia de tan poco como 40 en eritrocitos circulantes
hasta mas de 200, 000 en adipocitos y hepatocitos. El receptor de insulina pertenece a la familia

de receptores de factores de crecimiento con actividad intrinseca de tirosincinasa. Esta
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constituido por dos subunidades o unidas cada una de ellas a una subunidad 3 y entre si por
puentes disulfuro. La subunidad p tiene actividad de tirosincinasa. Al unirse. la insulina produce un
cambio conformacional en el receptor, que activa a la subunidad 3 para autofosforilar al menos
seis fragmentos de tirosina. La autofosforilacion de esas moleculas aumenta la actividad de la
tirosincinasa, que lleva a un aumento de la fosforilacion de tirosina de sustratos celulares. En
1991 se purificé y cloné una proteina importante del citosiol que participa en las senales de
la insulina, denominada sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1). El IRS-1 y otros sustratos,
conocidos como proteinas dique, se unen a los sustratos intracelulares fosforilados y transmiten
asi la senal descendente. La distribucion de los miembros de la familia de proteinas IRS es
especifica de tejidos. Estudios recientes han indicado que la proteina IRS-2 es mas abundante
que la IRS-1 en higado y pancreas, aunque ambas se expresan ampliamente y son abundantes
en musculo. IRS-1 e IRS-2 pueden tener participaciones diferentes en las sefales de la insulina.
En el ratén con delecion del gen IRS-1 existe retraso del crecimiento y una forma de intolerancia
a la glucosa, que incluye disminucion del 50% en el transporte de ésta estimulado por insulina en
musculo estriado y tejido adiposo, lo que confirma que la via de IRS-1 tiene un papel importante
en la regulacion del crecimiento y metabolismo de la glucosa . La delecion del gen de IRS-1
produce resistencia leve a la insulina, pero no diabetes franca, porque la secrecion de insulina
aumenta para compensar la resistencia. La inactivacion del gen IRS-2 causa resistencia a la
insulina en tejidos periféricos e higado, y los ratones presentan insuficiencia de células 3 a las 12
semanas de edad, lo que sugiere participacion de IRS-2 en pancreas .

La insulina estimula la union y activacién de la enzima cinasa de lipidos, fosfatidilinositol-3 (Pl-
3)-cinasaa IRS-1. La PI-3 cinasa esta constituida por una subunidad reguladora de 85 kD (p85)
que se vincula con la IRS-1 fosforilada y activa a la subunidad catalitica de 110 kD. La formacion
Pl (3,4,5)P3 es necesaria para la accién de la insulina en el transporte de la glucosa. La

estimulacién de la actividad de la PI-3 cinasa se vincula con el transporte de glucosa estimulado
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por insulina en musculo y células grasas, por activacion de la translocacion de vesiculas que
contienen transportador de glucosa GLUT4 a la membrana plasmatica.

Se conoce bien que la captacion de glucosa estimulada por insulina en células ocurre a través de
una familia de proteinas de membrana integrales altamente vinculadas que comparten similitud
significativa en su secuencia, denominadas GLUT7-GLUT4. La distribucion tisular de esos
transportadores de glucosa es bastante especial. De ellos, GLUT4, el transportador de glucosa
sensible a insulina se expresa de manera exclusiva en musculo estriado, miocardio y tejido
adiposo, en tanto que la expresion de GLUT1 es relativamente baja en esos tejidos. En
condiciones basales, GLUT4 pasa por ciclos lentamente entre la membrana plasmatica y uno o
mas compartimientos intracelulares, con la mayor parte del transportador ubicado en
compartimientos vesiculares del interior de la célula. Después de la estimulacion por insulina,
aumenta la velocidad de exocitosis de vesiculas de GLUT4 y disminuye el proceso de endocitosis.
Asi, el cambio de las vesiculas GLUT4 estimulado por insulina produce un aumento de GLUT4

sobre la superficie celular e incrementa asi la captacion de glucosa (48)

Sistema de sefales de insulina durante el embarazo y la DG.

Union del receptor de insulina y actividad de cinasa.

Aunque la resistencia a la insulina es un hallazgo universal en el embarazo y la DG, pocos
estudios se han dedicado a los mecanismos celulares encargados de /a resistencia a la
insulina. Casi todos los estudios han sefialado que no hay decremento significativo en la union
del receptor de insulina en el embarazo normal y la DG. Estos datos sugieren que la resistencia a
la insulina durante el embarazo tal vez es especifica de tejidos y puede vincularse con sucesos
posteriores al receptor que cambian vias metabdlicas para la disposicion de glucosa.

La actividad de tirosincinasa del receptor de insulina es una de las posteriores al receptor
inmediatas que regulan las sefales de la insulina . Estudios con ratas han sefalado que el

embarazo se vincula con menor actividad de tirosincinasa del receptor de insulina en el higado,
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no asi en musculo estriado. En un estudio en musculo estriado humano se informo que la
actividad de tirosincinasa del receptor de insulina no cambia en el embarazo. Estudios recientes
han sefialado que la actividad de tirosincinasa del receptor de insulina en musculo estriado de
embarazadas obesas a término disminuyé de 30 a 40% en comparacion con el de no
embarazadas obesas y esta actividad disminuyo todavia mas en mujeres con DG. Ademas, la
autofosforilacion del receptor se alterd en sujetos con DG, algo compatible con la mayor
resistencia a la insulina en ellas. En la actualidad, no se conocen bien los mecanismos de
alteracion de la actividad de |a tirosincinasa en el receptor de insulina en la DG y la Diabetes Tipo
2. En estudios recientes, se encontré que la sobre-expresion del factor 1 de diferenciacion de la
membrana plasmatica celular (PC-1), una glucoproteina, puede participar en la resistencia a la
insulina en sujetos con o sin diabetes no insulinodependiente. Se ha demostrado que PC-1 inhibe
la actividad de tirosincinasa del receptor de insulina in vitro . En embarazadas y pacientes con
DG, las cifras de PC-1 no fueron significativamente mayores en musculo estriado en comparacion
con mujeres no embarazadas . Estos datos sugieren que el aumento de PC-1 en musculo
estriado pudiera tener participacion con una menor actividad de cinasa del receptor de insulina
que contribuye a la resistencia a la hormona y DG. Un segundo mecanismo pudiera relacionarse
con la fosforilacién serina/treonina del receptor de insulina, que se ha demostrado inhibe la

actividad de tirosincinasa de dicho receptor (49).
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Fig 2. Sistema de Senales de Insulina.

Fosfatasas de tirosina proteinicas.

La fosforilacion de tirosina del receptor de insulina y las proteinas IRS es equilibrada por
reacciones de desfosforilacion realizadas por fosfatasas de tirosina en proteinas unidas a
membranas celulares (PTPasas). Se han postulado como factor patogénico en la resistencia a la
insulina en obesas y diabéticas no insulinodependientes. En estudios celulares y moleculares, la
fosfatasa vinculada con el antigeno de leucocitos (LAR), la PTPasa transmembrana de tipo

receptor y la enzima intracelular no receptora PTP1B han mostrado tener impacto directo sobre
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las sefiales de insulina en modelos de células integras. Puesto que las sefales de insulina
pueden incrementarse por disminucion de la abundancia o actividad de PTPasas especificas. los
agentes farmacolégicos dirigidos a bloguear la interaccion entre PTPasas individuales y el
receptor de insulina pueden tener importancia clinica potencial para el tratamiento de estados de
resistencia a la insulina como la obesidad y la Diabetes Tipo 2. Datos de musculo estriado de
Indios Pima no diabéticos sensibles a la insulina y resistentes a ella mostraron un aumento de
33% en la actividad de PTPasa citosolica basal en sujetos sensibles a hormona, pero no en
resistenes a ella. La concentracion de mRNA de PTP1B aumenta en sujetos resistentes a la
insulina, en tanto que se suprimen en sujetos sensibles en un 50% a la insulina. El raton
transgénico que sobre-expresa PTP1B mejoro la sensibilidad a la insulina y su concentracion
plasmatica en ratones PTP-1B+/+ . En este estudio también se encontré que en ratones con
delecién en el gen PTP1B, |a fosforilacion de tirosina del receptor de insulina estimulado por la
hormona aumento y los ratones eran resistentes al aumento de peso inducido por una dieta
abundante en grasas y resistencia a la insulina. Estos datos son compatibles con un papel de
PTPasa, en especial PTP1B en la regulacion de la sensibilidad a la insulina y el metabolismo
energético, que los establecen como blanco terapéutico potencial en el tratamiento de la Diabetes
Tipo 2 y obesidad. Ademas, varios estudios han demostrado que el vanadato, un inhibidor
competitivo de la fosfatasa de PTB1B administrado por via oral normaliza la hiperglucemia en
seres humanos y animales diabeticos al incrementar al captacion de glucosa por el musculo
estriado, tal vez por aumento del estado de fosforilacion en el receptor de insulina o las proteinas

IRS (50).

Proteinas del sustrato del receptor de insulina.
Los sustratos del receptor de insulina son la primera familia de proteinas sefal que se unen al
receptor de la hormona y traducen su informacion en diferentes sustratos por varias cascadas de

sefiales con entrecruzamiento. La concentracion de la proteina y la fosforilacion de tirosina de
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proteinas IRS estimulada por la insulina son indispensables para la sensibilidad a la hormona en
tejidos sensibles a ella. En ratones transgénicos con delecion, la ausencia de IRS-1 o IRS-2
causa resistencia leve a la insulina o Diabetes Tipo 2, respectivamente. Se ha comunicado que en
el musculo de ratas prefiadas una menor expresion de IRS-1. En una investigacion reciente se
encontré que la concentracion de proteina IRS-1 en musculo estriado humano disminuyd en 22 a
44% durante etapas avanzadas de la gestacion o en la DG, respectivamente, en comparacion con
las cifras de controles no embarazadas pareadas. En ese estudio también se hallo que en el
musculo estriado de 'pacientes embarazadas y con DG, la fosforilacion de tirosina IRS-1
estimulada por insulina disminuyé de manera significativa, 28 y 41%, respectivamente, en
comparacién con mujeres no embarazadas. En gestantes y pacientes con DG, la concentracion
de proteina IRS-2 en musculo esta aumentada. Estos hallazgos sugieren que la resistencia a
la insulina durante el embarazo puede ejercerse a través de decrementos en la cascada de
senales de la hormona en el ambito de las proteinas de IRS. El aumento de IRS-2 puede
compensar la disminucion de IRS-1; sin embargo, la primera no parece compensar el menor
transporte de glucosa estimulado por insulina que ocurre en musculo estriado de embarazadas y
pacientes con DG . En un estudio reciente se comunico que el gen de IRS-2 humano tiene un
elemento de respuesta primaria a la progesterona , una de las principales hormonas del
embarazo, lo que sugiere su importancia fisiologica en la regulacién ascendente de IRS-2 podria

ser el conservar la funcion de células hepaticas o 3 pancreaticas (50).

Fostatidilinositol-3-cinasa.

Es una cinasa doble de proteinas y lipidos. Tiene una subunidad reguladora de 85 kD y una
catalitica de 110 kD. Hay-muchas pruebas que indican que se requiere de la activaciéon de PJ-3-
cinasa por la insulina para la trasnslocacion de GLUT-4. La primera prueba de que se requiere
PI-3-cinasa para la estimulacion insulinica de la captacion de glucosa proviene de experimentos

que muestran que se abelieron por completo la translocacion de GLUT4 estimulada por insulina y
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la captacion de glucosa por una baja concentracion nanomolar de wortmanina y LY 294002 en
una variedad de tejidos sensibles a la insulina. No obstante, hay otros estudios que sugieren que
aunque necesaria, la activacion de Pl-3-cinasa no es suficiente para promover la translocacion del
transportador de glucosa. Se desconoce si hay un cambio en la actividad de PI-3-cinasa en la
resistencia a la insulina inducida por el embarazo. Las cifras proteinicas de p85 en musculo
estriado de embarazadas y pacientes con DG fueron inesperadamente mas altas en comparacion
con no embarazadas (49). Hay al menos siete formas alternativas de subunidades reguladoras de
PI-3 cinasa y estan en estudio sus papeles potenciales en la regulacion de la captacion de

glucosa.

Transportadores de glucosa.

El sistema de transporte de glucosa es importante en la regulacion de la captacion de glucosa
estimulada por insulina en tejidos sensibles a la hormona. A diferencia de lo que se encontro en
musculo estriado, estudios de tejido adiposo humano han encontrado que la expresion de la
proteina GLUT4 estaba disminuida en embarazadas y que el decremento era mas intenso en
mujeres con DG (50). Es mas, la insulina indujo translocacion de GLUT4 de microsomas de baja
densidad a membranas plasmaticas en controles, pero no alterd la distribucion subcelular en
pacientes con DG. Un estudio reciente encontré que la sobreexpresion de GLUT4 humana en
roedores C57BL6/J Lepr db/+ diabéticas gestacionales espontaneas mejora las sefales de
insulina en DG, lo que produce una mayor secrecion de insulina estimulada por glucosa y un
mejor control de glucemia (50). Los mecanismos para la expresion y distribucion alterada de
GLUT4 en la resistencia a la insulina inducida por el embarazo no son claros, pero pudieran
vincularse con hiperinsulinemia debido a que los sujetos obesos insulinorresistentes muestran

cambios similares.
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Diagnéstico de la DG.

En el afio de 1973, O’Sullivan y cols. (51) valoraron una prueba de glucemia efectuada una hora
después de una carga de 50 g de glucosa en sangre venosa entera mediante el método de
Somogyi-Nelson. En dicho estudio se encontrd que un umbral de 130 mg/dl tenia una sensibilidad
de 79% y una especificidad de 87% para DG en un grupo de 752 embarazadas en etapa tardia
del segundo trimestre y en el tercer trimestre sometidas a la prueba de deteccion y al parametro
de curva de TOG.

Las medias y desviaciones estandar se calcularon para cuatro cifras de glucosa en sangre venosa
(en ayuno, y una, dos y tres horas despueés). Asi, dichos autores propusieron los umbrales

diagnosticos que se muestran a continuacion:

Hora Cifras redondeadas Umbrales redondeados
Ayuno 90 mg/d| 90 mg/dl
1 Hora 165 mg/d! 165 mg/dl
2 Horas 143 mg/dl 145 mg/d|
3 Horas 127 mg/dl 125 mg/dl

Estos criterios se usaron hasta fines del decenio de los setentas, cuando casi todos los
laboratorios que hacian analisis de glucosa cambiaron de sangre entera a plasma o suero. Sin
embargo, las cifras de glucosa en plasma o suero son casi 14% mayores en relacién con las de
sangre venosa entera y en 1978, el National Diabetes Data Group (NDDG) ajusto los criterios de
O’Sullivan y Mahan de modo ascendente para compensar dicho cambio (51).

Al parecer, utilizaron cifras redondeadas de O’Sullivan y Mahan e inexplicablemente aumentaron
las cifras a las dos horas de 165 a 170 mg/dl antes de aplicar el factor de conversién. La
American Diabetes Association y la ACOG (52) recomendaren dichos umbrales, que se muestran

a continuacion:;
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Hora Sangre venosa Plasma venoso
Ayuno 90 mg/dl 105 mg/d|
1 Hora 170 mg/dl 190 mg/dl
2 Horas 145 mg/d| 165 mg/dl
3 Horas 125 mg/dl 145 mg/dl

Para el afio de 1982, se propuso un conjunto alternativo de umbrales diagnésticos, basados
también en los criterios de O'Sullivan y Mahan (51). Puesto que en casi todos los laboratorios se
habia cambiado del método de Somogyi-Nelson de analisis de glucosa, que incluia una pequena
cantidad de azlcares reductores diferentes a la glucosa, a los métodos enzimaticos de analisis,
mas especificos, Carpenter y Coustan (53) restaron primero 5 mg/dl de cada una de las cifras
originales no redondeadas de O’Sullivan y Mahan y posteriormente agregaron un 14% para
compensar el cambio de la glucosa en sangre venosa entera al nivel plasmatico. Las cifras

resultantes se redondearon después a los 5 mg/dl mas cercanos y se muestran a continuacion

Hora Sangre Entera Plasma
(Somogyi-Nelson) (Glucosa Oxidasa)
Ayuno 90 mg/dl 95 mg/d!
1 Hora 165 mg/dl 180 mg/dI
2 Horas 143 mg/dl 155 mg/dl
3 Horas 127 mg/dl 140 mg/dl

En ese entonces se considerd que la mejor forma de saber cudles son las adaptaciones mas
precisas seria repetir la metodologia original e implementar los estudios paralelos respectivos

(12). Asi, Sacks y colaboradores (54) elaboraron tales estudios y encontraron que las
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derivaciones del NDDG estaban por arriba de los intervalos de confianza 85%. en tanto que los
valores recomendados por Carpenter y Coustan (53) siempre se encontraron dentro de estos
limites.

Por lo anterior, en el afio de 1998 en la Fourth International Workshop-Conference on Gestational
Diabetes (29) se recomendo la modificacion de Carpenter y Coustan de los criterios de O’Sullivan
y Mahan con base en los trabajos de Sacks y cols., (44) asi como de numerosos estudios clinicos

que mostraron tasas de morbilidad perinatal en estudios que emplearon los umbrales mas bajos.

Anteriormente, también hubo confusion en cuanto a que paciente debe someterse a estudio.
Antes de 1994 la ACOG recomendaba hacer una prueba de TOG a la hora con cargade 50 g a
todas las mujeres de 30 afios o mayores y a las mas jovenes cuando tenian factores de riesgo
(42). En ese entonces, la ACOG noté que no se habian demostrado los beneficios de las pruebas
de deteccion en la poblacion y modificé su recomendacion, de suerte que en algunos grupos con
riesgo fuese el examen universal, en tanto que en otros se requieren esquemas diferentes (49).
Por ejemplo, un programa de embarazo en adolescentes, en el que todas las pacientes son muy
jovenes, daria tan pocos casos de DG y el estudio basado en el riesgo seria mas eficaz en cuanto
a costo que el universal. Por el contrario, en la poblacion estadounidense indigena, como la de los
indios Pima, la prevalencia de diabetes es tan alta que la posibilidad de DG es mayor que el
riesgo vinculado con una prueba de deteccion positiva, por lo que tal vez sea mejor olvidar esta y
proceder de manera directa a la curva de tolerancia. La ADA aconsejé el muestreo universal
durante el embarazo con la carga de 50 g de glucosa una hora después hasta el afo de 1977
(41). En ese tiempo, la ADA tomé una posicion similar a la de la ACOG, al senalar que parece
haber un grupo de bajo riesgo, en guien el estudio no seria eficaz en cuanto a costo (48). Para
considerarse en ese grupo de bajo riesgo, la mujer debe ser menor de 24 afios con peso corporal
normal, sin antecedente de diabetes familiar y no ser miembro de un grupo étnico y racial con alta

prevalencia de la enfermedad. Aunque no se sefala explicitamente, también seria razonable
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agregar que la paciente no debe tener antecedentes de resultados obstétricos adversos, como
dbito o macrosomia. Los individuos que cumplen con todos los criterios previos no necesitan

estudios. La Fourth International Workshop Conference on Gestational Diabetes llego a

conclusiones similares (55).

Deteccion de la DG.

El riesgo del feto aumenta de manera continua al incrementarse la glicemia materna. En este
rubro no existe un umbral que discrimine entre embarazos de bajo riesgo y embarazos de alto
riesgo. Los criterios diagnésticos para la DG pueden establecerse de manera no rigurosa para
identificar unicamente gestaciones muy riesgosas (pasando por alto algunos embarazos de
riesgo) o de manera rigurosa pero con la consecuencia de incluir casos falso positivos. Después
de afios de numerosas experiencias y recomendaciones, este ultimo enfoque fue el adoptado por
la Cuarta Conferencia Internacional en DG (55).

El procedimiento de deteccion, identifica mujeres embarazadas quienes presentan un riesgo
suficiente para elaborar una prueba diagnéstica, la curva de TOG.

Ha sido recomendado ampliamente realizar la prueba de deteccion cuantificando la glucosa
plasmatica en toda mujer embarazada entre la semana 24 y la semana 28 de la gestacion . Sin
embargo, algunas mujeres presentan caracteristicas clinicas que indican un riesgo muy bajo para
DG que inciuso tal deteccion pudiera omitirse (56). Otras mujeres embarazadas presentan
caracteristicas clinicas consideradas de alto riesgo en quienes la prueba de detecciéon debiera
realizarse de manera mas temprana. De acuerdo con lo anterior, la deteccion para la DG incluye
la evaluacion de las caracteristicas clinicas de toda mujer embarazada para determinar el riesgo
de DG y realizar la prueba de deteccion de glucosa sérica en mujeres quienes no tienen un perfil
de bajo riesgo. La evaluacion inicial se realiza en la primer consulta prenatal. Aquellas mujeres
con caracteristicas clinicas de alto riesgo, deben someterse a prueba de deteccion lo antes

posible. Para ello, se recomienda la prueba de la carga oral de 50 g de glucosa seguido por la
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curva de TOG si las concentraciones encontradas asi lo sefialan (57). Por otra parte, si existe
sospecha clinica de hiperglicemia (poliuria, polidipsia) la cuantificacion de glucosa en ayunas
puede ser suficiente para confirmar el diagnostico.

Las mujeres que presentan un riesgo medio, deben valorarse mediante prueba de deteccion
entre la semana 24 y la semana 28 de la gestacién. Las mujeres con bajo riesgo no requieren
prueba de deteccion. A toda mujer con caracteristicas clinicas de riesgo para desarrollo de DG
debe practicarse la prueba de deteccion.

En la mayoria de los casos se realiza el procedimiento de dos pasos; el paso 1 consiste en la
cuantificacién de glucosa plasmatica una hora después de una carga oral de 50 g de glucosa, y el
paso 2 constituye la curva de TOG, que se realiza en mujeres en quienes el primer paso indico
que presentan riesgo de DG. Como cualquier prueba diagnéstica su sensibilidad y especificidad

varian segun el punto de corte utilizado.

Diagnostico.

Se basa en los resultados de la curva de TOG, a excepcion de mujeres en quienes se encontro
una hiperglicemia severa. El enfoque mas ampliamente recomendado corresponde al propuesto
por la Cuarta Conferencia Internacional en DG (56). Asi, durante el Tamizaje, cuando se
encuentran valores de 95 mg/dl de glicemia basal y de 180 mg/dl de glicemia a la hora, queda

establecido el diagnético de DG.

Prueba Glicemia Diagnaéstico
Glicemia basal en ayuno 80-110 mg/dl Sano
Glicemia basal en ayuno 110-125 mg/dl Glicemia anormal en ayuno
Glicemia basal en ayuno x 2 > 126 mg/dl Diabetes ‘Yellitus
Post-carga 75 g a las 2 horas 140-200 mg/dl Intolerancia a la glucosa
Post-carga 75 g a las 2 horas > 200 mgt/dl Diabetes Mellitus
Glicemia casual - > 200 mg/dl Diabetes Mellitus
HbA1C >86.5% Diabetes Mellitus
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Implicaciones prenatales de la DG.

La morbilidad prenatal en mujeres con DG se limita a un aumento en la frecuencia de entidades
hipertensivas. Los datos mas evidentes se relacionan con la pre-eclampsia (48.49) y existe una
asociacion mas controversial con la hipertension inducida por el embarazo (49). Por lo cual se
recomienda un monitoreo cuidadoso de la presion arterial, la ganancia de peso y la proteinuria,
especialmente durante la segunda mitad de la gestacion.

El riesgo prenatal principal de la DG se relaciona con el feto. Algunos autores han reportado un
aumento importante en la frecuencia de defectos congénitos, pero dicha asociacion parece
limitarse a productos de madres quienes presentan hiperglicemia severa (glucosa en ayuno
mayor a 120 mg/dl).

Historicamente, el obito representd una importante complicacion en las gestaciones de mujeres
diabéticas, incluyendo mujeres embarazadas con DG no tratada (53). En consecuencia, se
recomienda el monitoreo de los movimientos fetales y la cardiotocografia en embarazos

complicados con DG con objeto de detectar fetos con riesgo de muerte intrauterina.

Se han reportado indices variables de asociacion con macrosomia, hipoglicemia, ictericia,
sindrome de dificultad repiratoria, policitemia e hipocalcemia en productos de mujeres con DG
(56).

La macrosomia y las complicaciones intraparto asociadas se consideran como los tipos mas
importantes de morbilidad. De manera simplista, la macrosomia es consecuencia de un aporte
excesivo de glucosa al feto como consecuencia de hiperglicemia materna. De hecho, existe una
asociacion débil entre el grado de glicemia materna y el peso al nacimiento (57). Otros factores
maternos reportados en asociacion con macrosomia incluyen obesidad (56) y concentraciones

maternas elevadas de aminoacidos y lipidos (57-59).
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Estudios genéticos en DG.

Las mutaciones en el gen GK se encuentran aproximadamente en el 3% de mujeres caucasicas
con DG y usualmente se verifica en pacientes con hiperglicemia persistente en ayunas, con un
pequefio incremento en la TOG y que requieren tratamiento mediante insulina durante el
embarazo.

Ellard y cols., estudiaron mujeres caucasicas con DG quienes tenian hiperglicemia en ayunas y
que no cumplian con los criterios clinicos para diagnéstico de Diabetes Tipo MODY. Estos autores
realizaron un analisis de secuencia directa del gen de glucocinas en 15 pacientes. encontrando 12
de ellas (80%) con mutaciones en dicho gen (24).

Por su parte, Stoffel (afio) reportdé que de 40 pacientes con DG en dos de ellas se encontraron
mutaciones para el gen de glucocinasa, sugiriendo una prevalencia aproximada del 5% (60).

En suecia, Weng y cols., estudiaron 66 pacientes con DG y antecedentes familiares de Diabetes.
Estos autores encontraron tres mutaciones : una en el gen de la Glucocinasa; una en el gen
HNF-1a y una en el gen IPF-1. En este mismo estudio, los autores sefialan que no encontraron
evidencia de anticuerpos GAD ni genotipos asociados al complejo mayor de histocompatibilidad
(HLA) (61).

Spyer y cols. (2000) reportaron el caso de una mujer con DG en dos embarazos subsecuentes,
encontrando la mutacion E40ins21 para el gen de glucocinasa. Estos autores sefalaron que el
producto del primer embarazo presento bajo peso al nacimiento (percentil 30). Al cumplir cuatro
anos de edad, se encontrd hiperglicemia en ayuno y se verificé la misma mutacion en el gen de
glucocinasa en este nifio (62).

Hattersly (1998) reportd 58 mujeres con DG encontrando una mutacion en el gen de glucocinasa
con una reduccion media del peso al nacimiento de 533 g (63).

Schwarz y cols., reportaron en un estudio realizado en 58 mujeres alemanas la identificacion de

nueve mutaciones puntuales heterocigotas en la region codificante del gen HNF-1¢ (64).
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En dicho estudio, siete de ellas portaban la mutacion AV98 y tenian antecedentes maternos de
DG. Una paciente resulté portadora de Prol447Leu y mostraba un familiogramacon diabetes en
cuatro generaciones consecutivas y por Ultimo otra paciente presenté mutacion Glu48Lys. En
esta se detectaron titulos bajos de anticuerpos GAD y anti-insulina en suero, por lo que fue
clasificada como Diabetes Tipo 1. Adicionalmente estos autores encontraron la duplicacion de una
insercion TGGGGGT en la region 5'UTR, concluyendo que estas variaciones de secuencia estan

relacionadas al desarrollo de DG.
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GENES INVOLUCRADOS EN FORMAS MONOGENICAS DE DIABETES TIPO 2 Y

VINCULADOS AL DESARROLLO DE DG

Factor 1 del Promotor de la Insulina (IPF-1)

El IPF-1 es también conocido como PDX-1 (del inglés, Pancreas-Duodenum Homeobox-1). Este
gen codifica para un factor de transcripcion con una region tipo homeodominio En humanos y
otras especies, el desarrollo embrionario pancreatico depende de la expresion de este gen (65).

(66). Durante la etapa adulta, el gen IPF-1 participa en el metabolismo de la célula } pancreatica

como regulador transcripcional positivo del gen de la insulina (67).

Estructura del gen y de la proteina.

El en IPF-1 humano consta de dos exones y comprende una region de aproximadamente 6Kb que
se ubica en el cromosoma 13 (banda q12.1). Este gen codifica para una proteina nuclear de 282
aminoacidos que pertenece a la familia de las proteinas de caja homedtica (68). Tiene los
siguientes dominios funcionales importantes que incluyen: dominio de transactivacion, una region
de exapéptido y un homeodominio (figura 2). El primer dominio se encuentra en la regién amino-
terminal (aminoacidos 1-79) y a su vez, contiene tres secuencias conocidas como subdominios.
El subdominio A se extiende del aminoacido 13 al 22, el B del 32 al 38 y el C del 60 al 73. Estas
secuencias se requieren para la transcripcion del gen de la insulina en forma sinérgica con
otros activadores claves, como las proteinas E47, E2-5 y E2A.

La region hexapeptido es importante para la heterodimerizacion del factor IPF-1 con proteinas
como PBX y MRG1. La formacion del dimero IPF-1/PBX regula la expansion de células
progenitoras endocrinas y acinares durante el desarrollo pancreatico (69), mientras que la del
trimero IPF-1/PBX/MRG1 es requerida para la diferenciacion de las células progenitoras hacia un
linaje de células acinares, no asi para la diferenciacion hacia células B pancreaticas (68). Estas

interacciones proteicas inducen la expresion de genes involucrados en la neogénesis del islote,
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teniendo un papel critico para la especificacion del fenotipo de células pancreaticas durante la

embriogenesis.

Figura 3. Dominios de IPF-1

| POLI-PRO
MNGE EQY YA ATQLYK DPCAFC RGP APE FSASPP ACLY MGRQ PP PPPPHPF
| — dominio de transactivacion

—
PGALGALEQG SPPDISPYEVPFLADDP AVAHLHHHLP AQLALPHPP AGPF
I

PEGAEPGVLEPNRVCLPFFWMKMHAWKGOWAGGAYME’EEMI(ETH

region hexapeptido

TAYTRAQLL ELEKE FLFNKYISAPRRVELAVMLNLTE RHIKIWFQNZEMK
homeodominio dominio de

— |
WYKKFEDKKRG GG TAV GG GG VAE PEQDCAVT SGEELLALPR PPPPGGAVPP
|ocalizac:'ch nuclear POLI-GLI POLI-PRO
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El homeodominio de IPF-1 es necesario para la union de la proteina al ADN y de manera
adicional actia como un dominio de interaccion proteina-proteina con otros factores de

transcripcion como NEUROD1 y TCF-3.

Regulacion de la expresion del gen IPF-1.

Resultados derivados de estudios con molelos animales han demostrado que la expresion del gen
de IPF-1 es regulada por una caja E proximal y un elemento enhancer propios de este gen. Su
activacion se lleva a cabo por la accion cooperativa de factores de transcripcion como HNF-3 y

BETA2. El factor HNF-3 altera la estructura nucleosomal abriendo la cromatina para proveer
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acceso a otros factores de transcripcion. Asimismo se sabe que esta proteina actua durante el
desarrollo pancreatico embrionario y en la expresion del gen en la edad adulta. En el elemento
enhancer localizado rio arriba del promotor, se encuentran tres dominios altamente conservados,
que son llamados H1, H2 y H3. En el dominio H1 se unen los factores transcripcionales HNF-3 e
IPF-1, por lo que se propone que este dominio participa en un mecanismo de retroalimentacion
positiva, ademas de controlar la expresion de IPF-1 en diferentes etapas del desarrollo

En cuanto a su regulacion, Stoffers postulo la existencia de una regulacion post-transcripcional,
en la cual la insulina y la misma glucosa regulan los niveles de IPF-1 y su translocacion nuclear
via fosfatidil inositol 3-cinasa (PI3C). La exposicion de las células B pancreaticas a elevadals.
concentraciones de glucosa, se traduce en un incremento en la translocacion al nucleo de IPF-1.
También se ha demostrado que niveles elevados de dcidos grasos alteran la expresién de
IPF-1. Asi, Gremlich y cols., demostraron que la exposicion de islotes de Langerhans de rata a
acido palmitico induce un decremento de los niveles del RNAm y de la proteina de IPF-1 (70).
Durante la organogenesis |IPF-1 se expresa en el pancreas, tanto en las celulas del componente
endocrino como en las del exocrino, mientras que en el adulto su expresion esta restringida a las
celulas 3 y & pancreaticas. Resulta importante sefialar que la region UTR 5° se extiende de 6.5Kb
a 4.5Kb y contiene la informacion necesaria para dirigir la expresion de IPF-1 en las células del

islote.

Funcion del gen IPF-1 en el desarrollo pancreatico.

IPF-1 actua como un regulador de genes involucrados en el desarrollo de poblaciones celulares
endocrina y exocrina. Se ha detectado su expresion en células embrionarias del endodermo
dorsal en ratones de 8.5 dias de formacion. Durante la embriogénesis su expresion se restringe a
celulas P y & de los islotes pancreaticos, donde regulan la expresion de los genes de insulina y

somatostatina, respectivamente para cada estirpe celular.
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Stoffers y cols., (71,72) identificaron en un paciente con agenesia pancreatica una delecion
homocigota en el codén 63 del gen IPF-1. Esta delecion resulta en un cambio en el marco de
lectura con la formacion de un coddn de paro, y debido a que esta ubicada dentro de la region
carboxilo-terminal del dominio de transactivacion, da como resultado una proteina funcionalmente
inactiva. Ademas el desarrollo pancreatico parece depender de ciertos factores de crecimiento,

algunos de los cuales se postula estan regulados por IPF-1.

Funcién del gen IPF-1 en la neogénesis de células p.

En el adulto, las células [ del pancreas tienen una vida media de aproximadamente 30 dias,
después de lo cual sufren apoptosis y son reemplazadas por un proceso de proliferacion celular
Las nuevas células B derivan de células progenitoras que se ubican en los conductos del
pancreas exocrino. Estudios in vitro muestran que las células exocrinas se diferencian a celulas B
cuando se estimulan con algunos factores de crecimiento como la Activina A, el factor de
crecimiento de hepatocito, la beta-celulina y el Péptido 1 Parecido a Glucagon (GLP-1). El gen
IPF-1 esta involucrado en la neogénesis de las células B, ya que ocurre un incremento
significativo en las concentraciones del mARN y de la proteina en los conductos pancreaticos de
ratas después del tercer 6 cuarto dia de una pancreatectomia (73) en comparacion con ratas no

pancreatectomizadas

Genes blanco del gen IPF-1 especificos de célula B.

Gen de la insulina.

La expresion del gen de la insulina se controla por su promotor mediante la unién de distintos
factores de transcripcion a elementos especificos de respuesta que incluyen: A3, C1, A2 yE. La
unién de IPF-1 y de HNF-1a a dichos elementos es critica para la expresion del gen. La

transactivacion del gen de la insulina es mediada por la secuencia amino-terminal del IPF-1.
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Reguladores de la trascripcion como RIPE3b1 y A2 reconocen a elementos A1y C1. Estudios de
transfeccion transitoria indican que estos dominios de union son necesarios para la activacion
cooperativa del gen de la insulina.

La region de homeodominio de IPF-1 actua como un dominio de interaccion proteina-proteina
que recluta multiples factores transcripcionales, incluyendo a E47 y BETA2-NeuroD1. Esta union
de factores forma un complejo que en conjunto con coactivadores y con la maquinaria basal
transcripcional, se unen a una region minienhancer E2-A3/4 del promotor de la insulina y activan
la trascripcion. La union de IPF1 y BETA2 parece tener un papel predominante en la actividad
transcripcional.

Existe evidencia de que altas concentraciones de la proteina IPF-1 tienen un efecto inhibitorio en
la expresion del gen de la insulina. Esta represion puede ocurrir por una interaccion proteina-
proteina o porque IPF-1 compite con un coactivador presente solo en cantidades limitadas en las

células de islote en un adulto normal.

Gen de la glucocinasa (GK).

La enzima glucolitica GK desempefia un papel importante en la secrecion de insulina en
respuesta a glucosa. La region promotora del gen de GK comprende multiples elementos que
actuan en cis incluyendo dos importantes motivos: la estructura palindromica hPal-1 y un motivo
hUPE3. El factor IPF-1 se une a este ultimo para activar la trascripcion de GK. Se sefiana que
alelos mutantes del gen de IPF-1 modifican |a actividad transcripcional de GK, lo que ocasiona un

defecto en la secrecion de insulina (68).

Gen del transportador-2 de la Glucosa (GLUT-2).
Se sabe que la disminucion en la expresién de IPF-1 ocasiona modificaciones en los niveles
intracelulares de GLUT-2. En relacion con lo anterior, Waeber y cols (74) postularon que IPF-1

interactua con una secuencia TATA del promotor del gen de GLUT-2. El control transcripional de
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GLUT-2 es regulado por dos proteinas de union ADN especificas del islote: IPF-1 y GTlla. En
ratones diabéticos (db/db), la disminucion de la expresion del mARN de GLUT-2, se correlaciona
con una disminucion de la actividad de union ADN de la proteina GTlla como paso inicial la

disfuncion de célula . Posteriormente ocurre una desregulacion de IPF-1, que ocasiona un mayor

grado de disfuncion.

Mutaciones en el gen de IPF-1.

Se han descrito siete mutaciones en este gen (tabla 3). Stoffers y cols (28) reportaron la delecion
de una base que modifica el marco de lectura, encontrada en una nina, quien fallecio al
decimoctavo dia del nacimiento por agenesia pancreatica diagnosticada mediante autopsia. Esta
nina ademas de presentar Diabetes Neonatal e insuficiencia exocrina pancreatica, tenia
antecedentes familiares de Diabetes Tipo 2 compatible con herencia autosémica dominante. En
ella se encontro una mutacion homocigota (FS123TER) en el gen de IPF-1 y en ocho familiares
también se encontroé pero de forma heterocigota. En ellos, el promedio de inicio de la Diabetes
Tipo 2 fue de 35 afos (intervalo, 17 - 67 anos). Seis de los ocho familiares afectados fueron
tratados con dieta y/o hipoglucemiantes orales. Ninguno presenté cetoacidosis o indicaciones de
deficiencia severa de insulina.

Macfarlane y cols., comunicaron tres mutaciones de sustitucion en este gen (C18R, D76N Y
R197H), (75,76) en pacientes caucasicos con Diabetes Tipo 2. Estudios recientes de expresion
demostraron disminucién en la actividad de unién de IPF-1 a la region promotora del gen de la
insulina y disminucién en su trascripcion en la linea celular # Nes2y. Dichos investigadores
estimaron que mutaciones en el gen IPF-1 puedieran estar presentes en el 1% de su poblacién y
predisponer al fenotipo diabético.

Por otra parte, Hani y cols., comunicaron diferentes mutaciones identificadas en familias
francesas que incluyen: una sustitucién (Q59L) y una insercién de una prolina en la posicion

243 (insCCG243) (76). Estudios funcionales demostraron una disminucion significativa en la
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actividad basal del promotor de la insulina. La mutacién insCCG243 fue identificada en dos
familias con Diabetes Tipo MODY. Las otras dos mutaciones se encontraron en la poblacion
general y se asociaron con un riesgo relativo (RR) de desarrollar Diabetes Tipo 2 doce veces
mayor en comparacion con controles.

Un estudio en 66 mujeres suecas con DG realizado por Weng y cols., describio en una de las
pacientes una mutacion en IPF-1 (P239Q). Dicha variante presenté una reduccién del 50% en su
habilidad para activar la transcripcion del gen de la insulina en células Nesy2 comparada con la

proteina silvestre. La paciente requiric de la administracion de insulina durante su embarazo (75).

Cuadro 5. Mutaciones identificadas en humanos en el gen IPF-1

| Posicién | Nucleétido | aa [ Fenotipo Referencia

63 | GGGCAGCCCCCcGGAC ‘ FS123TER Agenesia Stoffers (28)

|
|
‘ 59 | ATCTCC | QsoL | pancreatica Hani (33)
243 CAG-CTG P243 DMT2 Hani (33)
| 18 : 3 pbins (CCG) C18R | DMT2 Macfarlane |
| 197 | TGC-CGC R197H DMT2 (32)
| 76 | CGC-CAC | D76N | DMT2 Macfarlane |
! ‘ GAC-AAC | DMT2 . (32)
| 239 | P23SQ | Macfarlane |
| ‘ CCG-CAG i DG ' (32)
| Hani (34) |
Weng (34)

aa: aminoacido

Factor Nuclear de Hepatocitos 1-alfa (HNF-1a).
El factor de trascripcion HNF-1c fue originalmente aislado en el higado de rata, por lo cual
recibe su nombre (del inglés, hepatocyte nuclear factor-ot). Sin embargo, técnicas de biologia

molecular demostraron que no esta restringidos a los hepatocitos y su nombre solo describe

la estirpe celular en donde fue originalmente purificado.
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Mediante estudios de clonacién posicional y la hibridacién de cromosomas in situ se ubico a este

gen en la banda q24.2 del cromosoma 12

Estructura del gen y de la proteina.

El gen consiste de 10 exones con su correspondiente region promotora. Pertenece a la familia de
genes homeodominio y las proteinas que codifica estan constituidas por cuatro dominios (figura
3): un dominio POU A (aminoacidos 100-197) y un homeodominio (aminoacidos 198-281), ambos
indispensables para la unién al DNA; un dominio de dimerizacién necesario para la formacion de
homodimeros o heterodimeros, vue se encuentra en el extremo N-terminal (aminoacidos1-32), y
por altimo la regién C-terminal alberga al dominio de transactivacién (aminoacidos 282-631), el

menos conservado entre ambas proteinas.

HNFio[ ] [ [
1Tu [ -] TiuﬂlT: T (-]

dimerizacién POUA  homeodomini transactivacion

Fig. 4 Estructura de la proteina HNF-1a humana. Se muestran el dominio de dimerizacién,
y los dominios involucrados en la unién al DNA: el POU A y el Homeodominio. También se
observa el dominio de transactivacién que se encuentra en la regién C-terminal.

T



ISIDRO A. Genes IPF-1, HNF-1a y Glucocinasa en Diabetes Gestacional.

Genes blanco de HNF-1a.

Los genes blanco se han deducido con base a la presencia de sitios de union en la region
promotora o regiones enhancers de ciertos genes o por estudios de expresion génica mediante la
introduccién o inactivacién del gen en diferentes tipos celulares. El sitio de unién para proteinas
HNF-1a es una secuencia palindrémica de 13 pares de bases GTTAATNATTANC

Pontoglio y colaboradores (77), demostraron que la inactivacion de este gen en ratones no es
indispensable para la trascripcion de genes hepaticos que se creian bajo el control estricto de
este factor, ya que la expresion de estos genes solo se observé débilmente afectada en estos
ratones. Esto sugiere, que otros factores de trascripcion pudieran interactuar con esta secuencia
consenso compensando la falta de HNF-1a. Sin embargo, hay algunas excepciones como en el
caso del gen que codifica para la fenilalanina hidroxilasa (PAH), el cual tiene una expresion
totalmente nula en animales deficientes del gen HNF-1q, observandose en ellos fenilcetonuria.

La transcripcion del gen que codifica para el transportador de glucosa 6 fosfato es dependiente de
este factor. Tambien el gen que codifica para un cotransportador de glucosa/sodio de alta
capacidad y alta afinidad (SGLT2) es controlado por HNF-1a (78), ya que en ratones con
Sindrome de Fanconi deficientes de este factor, la expresion de este transportador esta
disminuida y la reabsorcion proximal renal de glucosa es deficiente, presentando entonces
glucosuria. Datos similares son observados en pacientes MODY con mutaciones en HNF-1q, lo
que podria explicar porque en estos enfermos el fenotipo diabético no sea tan severo, ya que los

niveles de glucosa en sangre disminuyen por la misma glucosuria.

El gen de HNF-4a también es regulado por HNF-1a. Diversos estudios identificaron que el gen
de HNF-4a tiene un promotor alternative (P2) localizado a 46 Kb 5° de otro promotor (P1)
previamente identificado. En celulas 3 pancreaticas se ha determinado que la trascripcion del gen

HNF-4a es regulada principalmente por la unién del factor HNF-1x al P2. Este promotor alterno
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contiene sitios de unién funcionales para HNF-1p y para IPF-1, que también son importantes para
la trascripcion del gen (79).

La inactivacion del gen de HNF-1a en lineas celulares de insulinoma (INS-1), demuestra que el
factor HNF-1a es un regulador positivo de los genes que codifican para la insulina y el
transportador 2 de glucosa (GLUT-2), ademas de los que codifican para las enzimas: L-piruvato
cinasa, la 3-hidroxi-3-metilglutaril Co A reductasa y la 2-oxo-glutarato mitocondrial (40). Estas
proteinas intervienen en el metabolismo de la célula . Los genes que codifican para cada una
de estas proteinas tiene sitios de union para el HNF-1a en sus regiones promotoras o regiones
enhancers.

Por su parte, Shih y cols (80) demostraron que la inactivacion de HNF-1a en un raton ocasionaba
un defecto en el transporte de acidos biliares, un incremento en la sintesis de colesterol hepatico
y acidos biliares, ademas de alteraciones en el metabolismo de lipoproteinas de alta densidad

(HDL) (81-83).

Mutaciones en el gen de HNF-1a.

Se han reportado mas de 120 diferentes mutaciones que comprenden: mutaciones puntuales, sin
sentido, que alteran el marco de lectura y en el sitio de procesamiento de RNA (84).

Una insercion de una C en la posicion 291 (P291fsinsC) localizada en el exon 4, donde existe un
tracto de poli-Cs, se ha considerado como un punto caliente. La mutacion P291fsinsC se ha
encontrado en 22 diferentes familias de distintas poblaciones. De los 6 genes que a la fecha se
han descrito como responsables de diabetes tipo MODY, la frecuencia mas alta de mutaciones la
tiene el gen de HNF-1q, ya que representa cerca del 60% de todos los casos. La gran mayoria
de estas mutaciones se han encontrado en regiones conservadas de los dominio de union a ADN

(POU A y homeodominio) y en el dominio de dimerizacion. En menor proporcion se han
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encontrado mutaciones en el dominio de transactivacion, en la region promotora y la region del
5'UTR.

Existen mutaciones que modifican la estructura y funcion de la proteina como es el caso de
1128N y T620/. Mediante estudios funcionales se demostré que algunas de éstas originan una
capacidad de transactivacion disminuida; mientras que otras, provocan una pérdida completa de
la funcion proteica como es el caso de las que ocasionan codones de paro y por lo tanto proteinas
truncadas, y algunas otras como la G20R y L12S provocan modificaciones en la formacion de
dimeros y tetrameros con el cofactor DCoH. Gragnoli y cols., reportaron una mutacién en la region
del promotor referida como —283A-G, la cual mostro una reduccion dramatica de la union de
HNF-4a en ensayos de transfeccion (84).

Existen polimorfismos reportados en este gen, dentro de los que destacan la variante G319S
encontrada en la poblacion de Oji-Cree en Canada que se relaciona con Diabetes Tipo 2 (82) y la
variante Ala98Val, que se correlaciona con una respuesta alterada en la secrecion de insulina.
Otros autores reportan hallazgos de mutaciones para este gen en mujeres con DG de diferentes
poblaciones, como la alemana (61) y la sueca (75). Estos estudios describen las variantes AV98,
Prol447Leu, Glud48Lys y una insercion TGGGGGT en la region UTR 5 para la poblacion

alemana y la A203H en solo una mujer sueca.

Glucocinasa.

La enzima GK tiene un papel preponderante en la regulacién del metabolismo de la glucosa. Su
funcion como sensor de la célula B pancreatica de los niveles de glucosa en sangre es importante,
pues en un estado de hiperglicemia, participa en la secrecion de insulina, misma que normaliza
las concentraciones de glucosa. Cataliza el primer paso de la glucélisis, que es la transferencia de
un fosfato de ATP a la glucosa para generar glucosa-6-fosfato. Como se menciong alteraciones
en este gen ocasionan MODY 2 y a la fecha se han reportado mas de 100 mutaciones a lo largo

de todo el gen.
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A diferencia de lo observado para el gen HNF-1a ninguna de estas mutaciones reportadas parece
ser mas frecuente. El gen consta de 12 exones y su region promotora. Los sujetos que presentan
mutaciones en glucocinasa desarrollan un hiperglicemia leve, que no progresa significativamente
con la edad. Mas del 85% de estas personas son tratadas con dieta uUnicamente y las
complicaciones microvasculares son poco frecuentes. Caracteristicas del sindrome metabdlico
generalmente no se observan, la concentracion de insulina y de lipidos son normales, por lo cual

tienen menor posibilidad de alteraciones cardiovasculares si se comparan con diabéticos con

mutaciones en los genes HNF-1a 6 HNF-4a.

Otros genes MODY

Otros genes involucrados en el fenotipo MODY son el HNF-4a, HNF-15 y NeuroD1/BETA2.
Mutaciones en estos genes relacionados al fenotipo MODY han sido reportadas, pero con menor
frecuencia que las identificadas para los genes HNF-1a y glucocinasa. El fenotipo causado por
mutaciones en el gen HNF-4« es similar al causado por aquellas presentes en el gen de HNF-1q,
aunque la penetrancia puede ser ligeramente menor. No es posible diferenciar clinicamente a

pacientes que presenten mutaciones en uno u otro gen.

Pacientes con alteraciones en el gen de HNF-4u presentan una falla progresiva de célula f,
requieren tratamiento farmacolégico y desarrollan frecuentemente complicaciones
microvasculares. Por otro lado mutaciones en el gen de HNF-1B se han relacionado mas
frecuentemente con problemas renales como son Ia enfermedad renal quistica y defectos en la
morfologia del rifion. La severidad del fenotipo diabético es semejante a la descrita para enfermos
con mutaciones en los genes HNF-1a y HNF-4¢.. Ademas, sujetos que presentan mutaciones en

este gen pueden desarrollar retinopatia proliferativa.
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Con lo que respecta a mutaciones en el gen que codifica para el factor de transcripcion
NEUROD1/BETAZ como causantes del fenotipo MODY, estas son raras, solo se han encontrado
en algunos individuos integrantes de familias caucasicas que presentan un patron de herencia
autosémico dominante, estos individuos desarrollaron diabetes antes de los 25 afos de edad y

requirieron insulinoterapia para su control metabolico (85).

78



ISIDRO A. Genes IPF-1, HNF-1a y Glucocinasa en Diabetes Gestacional.

JUSTIFICACION.

La Diabetes Mellitus resulta de una combinacién de defectos en distintos procesos, tales como la
sintesis, secrecion y accion de la insulina, asi como de alteraciones en la produccion hepatica de
glucosa (13) y es parte del Sindrome Plurimetabélico (SPM).

La ADA (American Diabetes Association) clasifica a la DM en tipo 1, tipo 2, otros tipos especificos
y Diabetes Gestacional (DG) (13)

La DM2 es el tipo mas frecuente de diabetes en todo el mundo representando mas del 95% del
total de casos (30).

La DM2 fue considerada por mucho tiempo como una enfermedad con poca importancia
epidemiologica, actualmente se ha convertido en un grave problema de salud publica en todo el
mundo. En las Ultimas dos décadas ha habido un gran incremento en el numero de casos. Esto
es atribuido entre otras cosas a cambios en el estilo de vida como la dieta y el sedentarismo. Se
estima que actualmente hay cerca de 150 millones de diabeticos en el mundo, y de acuerdo a
ciertas proyecciones, para el 2010 habra aproximadamente 220 millones, mientras que para el
2025 la cifra sera de unos 300 millones (86). La DM2 esta fuertemente relacionada a
sedentarismo y obesidad. En nifios y adolescentes se ha convertido en un problema de salud
publica, por ejemplo, en Japén aproximadamente el 80% del total de casos de diabetes en la
ninez se debe a DM2 (87).

La OMS reporto en 1995 que la prevalencia de DM2 en el adulto a nivel mundial era del 4.0%, y
estimé que esta cifra incrementara al 5.4% para el afio del 2025 (88). La mayor parte de este
incremento de prevalencia podria ocurrir en paises en vias de desarrollo. Los paises con mayor
numero de casos en el mundo para el 2025 podrian ser la India, China y Estados Unidos. La
mayoria de casos se encuentran en el intervalo de edad de los 45 a los 64 afios, siendo las
mujeres mas afectadas que los hombres. En Estados Unidos el numero de adultos con DM
increment6 un 49% entre 1991 al 2000. De acuerdo con los datos del Centro de Control y

Prevenciéon de las Enfermedades en Giorgia, Atlanta, este incremento fue a expensas de las
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formas tipo 2. El riesgo de padecer DM2 es mayor en ciertas poblaciones del mundo, como es el
caso de los Indios Pima en Arizona que tienen la mas alta prevalencia: 50% de los adultos tienen
la enfermedad. Otro grupo en los Estados Unidos que también tiene una alta prevalencia de DM2
son los afroamericanos con un 13% (88).

En México, la Encuesta Nacional de Enfermedades Crénicas (ENEC) en 1993 reporté una
prevalencia de DM2 del 8.2% en la poblacion de 20 a 69 afios, mientras que la Encuesta Nacional
de Salud (ENSA) en el 2000 lo hizo en un 10.9% para el mismo intervalo de edad (80). Por su
parte, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha estimado que en México la prevalencia
general de DM para el afio del 2025 sera del 12.3% (88).

La ENSA concluyé que existen cerca de 5.1 millones de casos de diabetes, con predominio en el
sexo femenino (53%) con respecto al masculino (47%). Ademas describe que la entidad
federativa con la mayor prevalencia es Tamaulipas (13.8%) y la de menor es San Luis Potosi
(8.2%). En cuanto a la mortalidad, la misma encuesta describe que la DM2 ha mostrado un
incremento sostenido durante las Ultimas décadas. En 1997 se reportdé una tasa de 15.5
defunciones por 100 000 habitantes, ocupando en ese momento y hasta |la fecha la tercera causa
de muerte, seguidas de las enfermedades cardiovasculares y el cancer (90).

Las consecuencias clinicas mas importantes en los pacientes con DM2 son el desarrollo de
complicaciones cronicas, entre las que destacan la retinopatia y la vasculopatia, que ocasionan
incapacidad permanente como ceguera o amputacién de miembros inferiores. En algunos casos
la muerte es secundaria a insuficiencia renal cronica.

Otro aspecto fundamental en la epidemiologia de la DM en México es |la proporcion de individuos
(alrededor del 10%) que desarrollan DM2 antes de los 40 afios de edad. Estos sujetos tienen un
mayor riesgo para desarrollar complicaciones cronicas, ya que estan expuestos a los efectos de la
hiperglucemia por periodos mas prolongados, comparados con los sujetos que desarrollan la

enfermedad después de la quinta o sexta década de la vida. En este sentido, aun no se tiene
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datos certeros sobre la prevalencia de formas monogénicas de la enfermedad denominadas
MODY (maturity-onset diabetes of the young).

La prevalencia mundial de la diabetes gestacional (DG) oscila entre 1y 4%, con mas de 135,000
casos anualmente (90). En Meéxico no hay una cifra general, pero Forsbach y colaboradores
reportaron una cifra del 4.3% en la ciudad de Monterrey Nuevo Ledn en 693 embarazadas
estudiadas (30). Las mujeres que presentan mayor riesgo de padecer DG son aquellas con algun
grado de obesidad, con una edad en el momento del embarazo mayor a los 25 anos. aquéllas con
historia familiar de alteraciones en el metabolismo de la glucosa o las que pertenecen a un grupo
etnico con alta prevalencia de DM. Otros factores que incrementan el riesgo para el desarrollo de
la enfermedad son los nutricionales, como las dietas altas en grasas.

En la DG existen complicaciones materno-fetales de importancia que pueden llevar a la muerte a
la madre o al feto. En el presente estudio se analiza |la participacion de dos genes gue codifican
para factores de transcripcion, que regulan positivamente la expresion de genes involucrados en
la homeostasis de la glucosa: el del factor nuclear de hepatocito 1-a (HNF-1a) y el factor promotor
de la insulina 1 (IPF-1).

En la poblacion caucasica se ha reportado, que el 65% de las mutaciones causantes de formas
monogeénicas de diabetes, se encuentran en el gen de HNF-1a (tabla 1). El gen de IPF-1 tiene
una funcién importante durante el desarrollo pancreatico embrionario y en la expresion del gen de
la insulina en la edad adulta. Ademas, portadores de mutaciones heterocigotas en IPF-1
presentan intolerancia a la glucosa (tabla 1), principal caracteristica que presentan las pacientes
con DG. Por lo anterior, sugerimos que estos dos genes son obvios para iniciar una linea de
trabajo de investigacién encaminado a la busqueda de factores genéticos involucrados en la

etiologia de la DG en la poblaciéon mexicana.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La DG es una entidad genéticamente heterogénea donde pueden existir pacientes con DM1 de
inicio tardio, DM2 de inicio temprano o bien pacientes con diabetes tipo MODY. La identificacion
de mutaciones en los genes HNF-1a, IPF-1 y glucococinasa en pacientes con DG en distintas
poblaciones, sugiere que mutaciones en estos genes pudieran participar en la etiologia del
padecimiento en la poblacion mexicana, ya sea como genes dominantes o como genes de
susceptibilidad.

El reconocimiento de la participacion de estos genes en el desarrollo DG en nuestra poblacion,
asi como la determinacion de la prevalencia de mutaciones en estos genes, permitira proponer

medidas de prevencion para reducir riesgos perinatales y gastos de atencion médica.

HIPOTESIS

Dada la funcién de IPF-1, de HNF-1a y GK como reguladores de la expresion de genes
involucrados en la homeostasis de la glucosa, su participacion en formas monogénicas MODY,
asi como en el desarrollo de DG en otras poblaciones, estos genes también participan en la

etiologia de la DG en la poblacion mexicana.
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METAS.

Objetivo general. Evaluar el papel que desempenfan los genes IPF-|, HNF-1a y glucocinasa en

pacientes con diabetes gestacional

Objetivos especificos
1.- Determinar la frecuencia de patrén de herencia monogénica en pacientes con diabetes

gestacional.

2 - Determinar la frecuencia de mutaciones en los genes IPF-1, HNF-1a y glucocinasa en

pacientes con DG.
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MATERIAL Y METODO.
TIPO DE POBLACION (UNIVERSO DEL PROBLEMA).

a. Grupo problema (Grupo |). Setenta y cinco mujeres mexicanas embarazadas con
diagnéstico de DG atendidas en el Servicio Materno-infantil del Centro Medico Nacional
20 de Noviembre del ISSSTE, en la ciudad de México, durante el periodo comprendido
entre octubre de 2002 y septiembre 2003.

b. Grupo control (Grupo Il). Setenta y cinco mujeres mexicanas embarazadas, sin
antecedentes de DG con una determinacion de glucosa en sangre en ayunas normal,
atendidas en el Servicio Materno-infantil del Centro Médico Nacional 20 de Noviembre
del ISSSTE, en la ciudad de México, durante el periodo comprendido entre octubre de

2001 y septiembre 2002.

TIPO DE ESTUDIO.
a. Experimental
b. Transversal
c. Prospectivo

d. Comparativo

CRITERIOS DE INCLUSION
a. Pacientes embarazadas con diagnéstico de DG
b. Que acepten participar en el estudio y firmen la hoja de consentimiento
c. Pacientes que no presenten trastorno alguno en los carbohidratos durante la gestacion y

que tengan purebas de tamiz de glucosa dentro de parametros normales (grupo control)
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CRITERIOS DE EXCLUSION

a. Pacientes embarazadas con diagnéstico de Diabetes Tipo 1y Tipo 2.

b. Pacientes quienes rechazaran participar en el estudio.

PROCEDIMIENTO.

Tamiz de glucosa 50.

No se requiere preparacion de la paciente y consiste en:

Toma de muestra de sangre periférica en ayuno.

Administracion de una carga oral de glucosa de 50 g.

Se realiza otra toma de glucemia central 60 minutos después de la toma de glucosa oral.

Si el resultado de la glucosa a la hora es > 140 mg/dl es imperativo realizar la curva de TOG.
Cuando se sobrepasa este resultado es posible detectar 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 de curva de TOG, la cual requiere de una preparacion de tres dias previos a la prueba con
una dieta que contenga minimo 150 g de carbohidratos al dia (en este Centro Hospitalario se
ajusto a 300 calorias por dia). En ese tiempo no deben consumirse medicamentos ni tabaco y
mantener una actividad fisica normal. El dia de la prueba se toma muestra de sangre periférica en
ayuno, se administra una carga oral de 100 g de glucosa y posteriormente se determina glucemia

a los 60, 120 y 180 minutos.
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Este estudio ha sido llevado como soporte de una linea de investigacion interdisciplinaria
del Servicio de Medicina Materno Fetal desde hace 6 afios, los “Estudios mutacionales de
IPF-1 y HNF-1a desarrollados en la Unidad de Biologia Molecular y Medicina Genomica del
INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION “DR. SALVADOR ZUBIRAN"

bajo la direccion de la Dra. Maria Teresa Tusié Luna; han sido modificados de acuerdo a
resultados como se registra en la Coordinacion de Investicacion del CMN 20 de Noviembre,
teniendo como linea inicial la busqueda de diabetes tipo MODY, dadas las caracteristicas de la
poblacion obstetrica derechohabiente.

El protocolo inicial ha sufrido cambios de acuerdo a la informacion recopilada y disponibilidad de
ltecnologia. Tusié y cols., nos proporcionaron la informacion y asesoria correspondientes al
trabajo de analisis genomico y resultados de las muestras obtenidas en pacientes embarazadas
en control en el Servicio de Medicina Materno Fetal del CMN "20 de Noviembre" ISSSTE
Las muestras sanguineas de las pacientes seleccionadas y sus controles fueron 20 ml de sangre
obtenida que se deposito en viales con EDTA como anticoagulante. El ADN se obtendra usando
la Tecnica con Fenol (63). Tecnicas de PCR-SSCP (de las siglas en inglés single strand
conformation polymorphism) y de secuenciacion directa se llevaran a cabo como a continuacion

se describen.

Técnica de PCR-SSCP.
Este método se ha utilizado para la deteccion de mutaciones debido a su simplicidad y

versatilidad. En este metodo la region de interés es amplificada por PCR a partir de ADN
genomico seguido de una desnaturalizacién, con la finalidad de formar hebras Unicas, para
posteriormente analizarlas por corrimiento electroféretico en un gel de poliacriiamida no
desnaturalizante (91,92). Las mutaciones son detectadas por diferencias de movilidad de las
hebras de ADN entre los controles y las muestras a analizar. Esta técnica se utilizara para buscar

cambios de migracion en algunos de los exones y regién exén-intrén del gen HNF-1q.
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Las condiciones para la amplificacion por PCR de cada uno de los exones de los genes seran
las siguientes: temperatura de desnaturalizacion 95°C durante 10 minutos y 94°C por 30
segundos, la de elongacién 72°C por 30 segundos por 35 ciclos y un ciclo final de extension a
72°C por 10 minutos. La temperatura de alineamiento corresponde a cada par de
oligonucledtidos utilizados para cada uno de los exones de los genes (cuadro 6 y 7). La mezcla
para la PCR en un volumen total de 25ul contiene: 2.5ul de Buffer 10X, (KCI - Tris-Cl pH 8.3), 0.5
mM MgCI2, 2.5 mM de cada dNTP (A, T,G), 0.2mM de dCTP , 100 ng de cada oligonucleotido, 1U
de Taq polimerasa (Taq Gold-Perkin Elmer), 100 ng de AD genémico y 1 uCi de a-**P-dCTP
(Amersham 3000 Ci/mmol, 10mCi/ml).

De los amplicones marcados se tomaron 2ul de cada muestra y se mezclan con 48 ul de una
solucion de 0.1% de NaDodSO4 y 10 nM de EDTA (solucién desnaturalizante), posteriormente se
tomaron 10ul de esta dilucién para mezclarlas con 10ul de una solucion de formamida al 85%,
20mM de EDTA, 0.05% de azul de bromofenol y 0.05% de cianol xileno, las mezclas se
desnaturalizan a 95° C durante 5 minutos y se cargan 2ul en un gel de poliacrilamida al 5%, con y
sin glicerol al 10%, corriéndose con un buffer Tris-Borato-EDTA (TBE-pH 8.3) 1X a 4 y 8 watts
respectivamente durante toda la noche y a temperatura ambiente.

Para poder establecer la presencia de cambios de migracion se analizaran simultaneamente 20
muestras de individuos controles en el mismo gel. Después de la electroforesis el gel sera
transferido a un papel Whatman 3M y se secara durante 1 hora en un secador de geles. Se
contacara con una placa de Autorradiografia Kodak a -70°C, para permitir la observacion
indirecta de los productos de PCR desnaturalizados despuées de 24 horas de exposicion. Las
muestras en donde se observen migraciones anomalas seran analizadas por secuenciacion
directa de acuerdo al meétodo descrito en el apartado de secuenciacién automatizada de
electroforesis capilar Applied Byosystems (3100 Genetic Analizer) y el cual se detalla a

continuacion.
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Cuadro 6. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de las
secuencias de los exones y regiones intron-exon del gen IPF-1
exon oligonucledtido oligonucledtido tamano* °Cxx
sentido antisentido
1 |5 CCATGAACGGCGAG |5 CAGGCTTACCTGCC 417 58
GAGC3 CACT3’ pb
2 |5'GCCCTGTGTCGCCC |5 TTGAAGCCCCTCAG 496 58
GCAG3’ CCAG3’ pb

*tamano del producto en pares de bases
+*temperatura de amplificacion

Cuadro 7.

secuencias de los exones y regiones intron-exon del gen HNF-1a

Secuencia de oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de las

exon oligonuclectido sentido oligonucledtido antisentido |tamafio| °Cx»

1 |5'GGCAGGCAAACGCAAC |5'GAAGGGGGGCTCGTTA| 483 69
CCACG3’ GGAGC3’

2 |5'CATGCACAGTCCCCAC |5'CTTCCAGCCCCCACCT | 384 68
CCTCA3’ ATGAG3'

3 |5GGGCAAGGTCAGGGG |5'CAGCCCAGACCAAACC | 306 68
AATGGA3’ AGCAC3”

4 |5'CAGAACCCTCCCCTTC |5 GGTGACTGCTGTCAAT | 404 66
ATGCC3’ GGGAC3’

5 |5°GGCAGACAGGCAGATG|5'GCCTCCCTAGGGACTG | 347 68
GCCTA3’ CTCCA3’

6 |5 TGGAGCAGTCCCTAGG |5"GTTGCCCCATGAGCCT 320 66
GAGGC3’ CCCAC3’

7 |5'GGTCTTGGGCAGGGGT|5 CTGCAATGCCTGCCAG | 345 68
GGGAT3’ GCACC3’

8 |5GAGGCCTGGGACTAG |5'CTCTGTCACAGGCCGA | 228 69
GGCTGT3’ GGGAG3’

9 |5'CCTGTGACAGAGCCCC [5'CGGACAGCAACAGAAG | 286 69
TCACC3’ GGGTG3’

10 |5'GTACCCCTAGGGACAG |5’/ACCCCCCAAGCAGGCA | 247 69

GCAGG3’

GTACA3’

=tamarno del producto en pares de bases
+*temperatura de amplificacion
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Secuenciacion automatizada.

Para la secuenciacion automatizada primero se realizara una primera amplificacion por PCR de la
muestras objetivo, las condiciones para ésta son especificas para cada uno de los exones de
IPF-1 y HNF-1a. La temperatura de desnaturalizacion, de elongacion y la de alineamiento seran
las mismas que se utilizaron para la PCR utilizada en el analisis PCR-SSCP, al igual que el
numero de ciclos (Cuadros 6 y 7), con la salvedad que no se utilizara marca radiactiva

Los productos de la PCR seran purificados con columnas QIAGEN (QlAquick PCR Purification
Kits catalogo No. 28106) como especifica el manual incluido en el producto. Los amplicones
purificados se utilizan para una segunda reaccion de PCR, en la cual se incorporan a los nuevos
amplicones nucleétidos fluorescentes incluidos en el kit Big Dye (DNA Sequencing Kit BigDye
Terminator v3.0). Este reactivo tiene incluida la enzima AmpliTaq.

Los productos seran cargados en el secuenciador, en el cual al ser inducidos por un rayo laser
presentan fluorescencia y dependiendo de la estructura quimica del marcador (R6G para A, ROX
para C, R110 para G y TAMRA para T) crean una cierta intensidad medida por el Software de la
computadora formando graficos que daran lugar a un electroferograma. Para esta segunda
reaccion sera necesario incluir el oligonucledtido sentido o antisentido segun la hebra que quiera
ser secuenciada. Las condiciones de la PCR para la incorporacion de los nucleotidos marcados
son las siguientes: 2ul del reactivo BigDye, 3ul de Buffer 5X, 1pul del oligonucleotido, 1ul del
amplicon purificado. y agua c.b.p. 20ul. Como ultimo paso se realizara una segunda purificacion
de los nuevos productos de PCR, para esta purificacion se utilizaran columnas CentriSep (Applied
Biosystems catalog:CS-901) segun instrucciones descritas en el manual del producto. Estos
amplicones purificados se secan por 10 minutos en un Speedy Vac y por Ultimo se suspenden en
una solucion de Hi-Di formamida (Applied Biosystems) y se desnaturalizan a 96°C durante 2
minutos cargandose inmediatamente en el secuenciador.

Posterior a esto se realizara el analisis de los electroferogramas de las pacientes comparandolos

con las de los controles ademas de las secuencias de ambos genes obtenidas de la base de
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datos del Gen Bank (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Se realizara la secuenciacion de aquellas

muestras que presentaron migracion anormal con respecto a los controles en la técnica de PCR-
SSCP.

Los exones 4 y 7 de HNF-1a de las 75 muestras de ADN de las mujeres con DG seran
analizados directamente por secuenciacion. Lo anterior debido a que en estudios previos. se
identificaron mutaciones en estos dos exones en una poblacién mexicana con diabetes de
aparicion temprana (92). También los dos exones del gen IPF-1 se analizaran por secuenciacion

directa.
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RESULTADOS.
Caracterizacion clinica y genealogica.

De las 75 mujeres seleccionadas para el estudio, la mayoria de ellas (59% de los casos) estan
dentro del grupo de edad de 35 a 39 afos (cuadro 8), el resto practicamente son mayores a 35 y
menores a 50 afios. Sélo en una pequena proporcion (10%) las edades de las pacientes
fluctuaron entre los 24 y 34 anos. El 61% de estas pacientes presentaron un indice de masa
corporal (IMC) normal y el resto presentaba alteraciones en su peso (sobrepesc u obesidad)
(cuadro 9). Sesenta y tres de las 75 (84%) fueron tratadas con un plan de alimentacion elaborado
en el mismo hospital y no requirieron la administracion de insulina (cuadro 10).

En nuestro grupo de pacientes solo dos de ellas presentaron preeclampsia, la primera de 38 afos
de edad a la cual también se le observd mediante una exploracion del fondo de ojo una
angiopatia angiotonica, enfermedad vascular que altera la retina, esta mujer fue tratada con dieta
unicamente. Ella presentd antecedentes heredofamiliares positivos para Diabetes Tipo 2, de los
cuales podemos mencionar a su padre que ademas padecio retinopatia bilateral como
complicacion de la Diabetes Tipo 2. Por otra parte su recién nacido fue catalogado como de bajo
peso al nacimiento (1800 grs) (cuadro 11), por lo cual fue atendido en la unidad de cuidados
intensivos neonatales.

Otra de nuestras pacientes también presenté antecedentes de Diabetes Tipo 2, su padre quien
murio por un infarto al miocardio, ademas su abuela paterna quien presento 2 complicaciones
cronicas de la Diabetes: retinopatia y nefropatia. Nuestra paciente fue tratada con dieta e insulina.
En ambas enfermas con DG se observa en sus familiogramas herencia de tipo poligénica y sus
partos fueron por la via abdominal (cesarea) (cuadro 11).

El estudio genealogico .de las 75 pacientes reveld que el 48% presentan posible patrén de
herencia poligénico, el 39% muestran un familiograma compatible con herencia autosémica

dominante y el resto son familias sin antecedentes de Diabetes (cuadro 12).
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Cuadro 8. Edades en DG.

GRUPO ETAREO No. DE %
PACIENTES

24-29 2 2
30-34 6 8
35-39 44 59
40-44 14 19
45-50 9 12
Total 75 100

Fuente: CMN 20 de Noviembre ISSSTE
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Cuadro 9. indice de Masa Corporal y DG

IMC No. DE %
PACIENTES
< de 25 46 61
de 25a 30 17 23
>de 30 12 16
TOTAL 75 100

Fuente: CMN 20 de Noviembre ISSSTE

Cuadro 10.Tratamiento en DG

TRATAMIENTO No. DE PACIENTES %
Dieta + insulina rapida 8 11
Dieta + |. Intermedia 3 4
Dieta + |. intermedia + |. 1 1
rapida
Solo dieta 63 84
TOTAL 75 100

Fuente: Historias clinicas, CMN 20 de Noviembre ISSSTE.
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Cuadro 11. Complicaciones

COMPLICACIONES | CASOS %o+

Maternas:
Preeclampsia 2 3
severa

Fetales: 1 <1
Recién nacido de
bajo peso al
nacimiento

Fuente: CMN 20 de Noviembre ISSSTE

Cuadro 12. Patrones de Herencia

PATRONES DE CASOS %
HERENCIA

poligénica 36 48
Posible autosémico|29 39
dominante

sin antecedentes 10 13
TOTAL 75 100

Fuente: Familiogramas, UBMMG-INCMNSZ: Ago. 2001
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Estudio mutacional de IPF-1.

Como se ha mencionado el gen IPF-1 consta de dos exones. El analisis que realizamos para la
busqueda de mutaciones en este gen fue por secuenciacion directa como se ha descrito en el
aparatado de metodologia. Se realizé amplificacion por PCR de cada uno de estos exones y
uniones intrén-exén con los cebadores (primers) que se observan en el cuadro 4. Los productos
de esta amplificacién se corrieron en geles de agarosa al 2% con bromuro de etidio y se
observaron conjuntamente con un marcador de peso molecular a través de una luz ultravioleta.
Posteriormente estos amplicones se purificaron como se describe en la seccion de metodologia.
Lo anterior se realizd para las 75 muestras de DNA de pacientes con DG y los respectivos
controles.

Los electroferogramas obtenidos de la secuenciacion automatizada fueron analizados
comparandolas con secuencias patrones obtenidas del GenBank y con los electroferogramas de
los mismos controles. No se encontré ninguna mutacion o polimorfismo a lo largo de la secuencia
nucledtidica de ambos exones y region de union exon-intrén en ninguna de las 75 pacientes con

DG.

Estudio mutacional para HNF-1a.

El andlisis de los exones del gen HNF-1a (excepto el exén 4 y 7) se realizé mediante la técnica de
PCR-SSCP, en la cual como se ha descrito, los producto de la PCR de cada uno de los exones y
regiones intron-exon de las muestras de las pacientes, se desnaturalizan y se corren en un gel de
poliacrilamida al 6% para observar la migracion de las hebras de estos productos y compararlas
con muestras de individuos controles que se cargan en el mismo gel.

Las muestras en las que se observaron migraciones diferentes a la de los controles (fig. 6 y 10)
fueron secuenciadas. Al analizar el exén 9 observamos una alteracion en la migracion con
respecto a los controles en la muestra nimero 118 (fig. 7), la secuenciacion nos revelo una

mutacion (G574S) (fig. 8 y 9; ver cuadro 13). No hallamos esta mutacion en el resto de los casos
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ni en los controles. El estudio de segregacion de la familia permitio identificar la misma mutacion
en sus dos hijas, la de 14 y la de 2 arios (fig. 23 derecha), no asi en el padre de la paciente, en el
hermano, en su actual esposo, y en sus primos por rama paterna. A todos ellos se les realizo
CTGO para establecer el fenotipo diabético o de intolerancia a la glucosa. No fue posible realizar

el estudio en ningun familiar dependiente de la rama materna.

Pacientes Controles

1 23 486 67 8 2

Fig. 8 En el método de PCR SSCP inicialmente mediante una reaccion de PCR se amplifica
una region de interés del genoma o de cDNA usando un deoxinucledtido marcado
radiactivamente (adCTP), este amplificado posteriormente es desnaturalizado con Ila
finalidad de formar hebras unicas que posteriormente seran cargadas en una camara de
electroforesis y corridas en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante. Las mutaciones son
detectadas por diferencias de movilidad de las hebras de DNA entre los controles y las
muestras a analizar indirectamente al exponer el gel a una placa de autorradiografia. Se
muestra un dibujo de una radiografia en donde se observa en el paciente No. 5 un
corrimiento anormal al compararlo con los pacientes Nos. 1,234 y 6 y los controles 7,8 y 9.
En el dltimo carril abajo se ve una banda nombrada como SD, esta banda se refiere a un
control que se coloca en todos los corrimiento correspondiente a una muestra sin
desnaturalizar (SD).
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Fig.7 SSCP del exén 9 de HNF1-a, se observa un cambio
en la muestra nimero 118. A la derecha de la linea negra
se observa el corrimiento de muestras controles.

| .
LA N\ / /\[ Ab.. LA

' Fig.8 Electroferograma que muestra la mutacién Fig. 8. Secuencia normal AGC en 574. Exon 9 G574
(GGC-» AGC) en forma heterocigota.
Ex6n 8 de HNF-1a.

0
9
6

Identificamos adicionalmente polimorfismos en los fragmentos correspondientes a los exones 1
(L17L), 4 (G288G), 7 (L459L, N487S, IVS7nt+7G>A) y 8 (T515T). Estos cambios de secuencia
fueron observados tanto en pacientes como en controles con frecuencias distintas (fig. 11-21, y
22). Todos estos poiimerfismos ya han side reportados en otras poblaciones. En la cuadis i4 se

muestran 165 Cainvios idenuncauus asl com ) el nimero de pacientes en que fueron encontrados.
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! !

Fig. 10 SSCP del exén 8 de HNF1 -a se observan
cambios de migracién anormales tanto en pacientes
como en controles. A la derecha de la linea negra se

observa el corrimiento de muestras controles.

Fig.11.Polimorfismo T515T, cambio
heterocigoto en la posicion 515
(ACG—ACA/G). Ex6n 8 del gen de
HNF-1a.

Fig.12. Secuencia normal ACG en la posicién
515. Ex6n 8 del gen de HNF-1a

9R
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Cuadro. 13 Anélisis mutacional del estudio de HNF-1a en pacientes con DG.

No. DE | LOCALIZACION CAMBIO EFECTO No. DE REFERENCIA
EXON DEL CAMBIO NUCLEOTIDICO PATIENTES
NUCLEOTIDICO CON EL
CAMBIO
1 exén CTC—-CTG L17L 2 Yamagata
1996
4 exon GGG-»GGC G288G 1 Yamagata
1996
exon CTG »TTG L459L 55
7 exén AGC—AAC N487S 49 Yamagata
intrén 1501+7G>A | IVSTnt+7G 49 1996
>A
8 exon ACG— ACA T515T 9 Yamagata
1996
9 exon GGC—-AGC G574S 1 Boutin P 1999
(=¥ (== G NG GG GG [ LN
1L19O LOO

MM A

Fig. 13. Electroferograma que muestra

el  Polimorfismo

L17L,

cambio

heterocigoto en la secuencia CT—
CTC/G. Ex6n 1 del gen HNF-1a

M /\/\ : J\ -jf\ A

Fig. 14.Secuencia normal CTC en la posicion
1/. EXON 1 aei gen ae HNF-1a
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G GGG MNECGG Gt G GGG & GG G
210 2" 210 220

v v

AN A

fig. 15 Polimorfismo G288G cambio heterocigoto en la fig-16 Secuencia normal GGC en la posicion 288. Exén 4
secuencia (GGG—» GGG/C), exén 4 del gen de HNF-la. Del gen de HNFla.

] J'c.. - .. B i

fig. 17 Polimorfismo L459L, cambio heterocigoto en la fig. 18 Secuencia normal TTG en la posicién 459. Exén 7 del
secuencia (C/TTG — TTG). Exén 7 del gen de HNF-la  gen de HNF-la

fig. 19 Polimorfismo N487S, cambio heterocigoto en fig. 20 Secuencia normal AAC en la posicién 459. Exén 7 de
Ia secuencia A(A/G)C = AAC. Exdn 7 del gen de- HNF-la
HNF-la
v G W RE e G S G
. [\I .
I &AA LLYA -

fig. 21 Polimorfismo intrénico IVS7nt+7G>A, cambio-  fig. 22 Secuencia normal en I posicidn 150147G>A, del
heterocigoto en la posicién 150147G>A, gen de .INk-lat .
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Analisis de los polimorfismos L459L, N487S e IVS7nt+7G>A para valorar su posible
contribucién al desarrolio DG.

Algunos de los polimorfismos identificados en el gen HNF-1a podrian estar relacionados a la
susceptibilidad para el desarrollo de diabetes, particularmente los encontrados en el exon 7, el
cambio N487S que resulta en un cambio de aminoacido o bien el cambio IVS7nt+7G>A presente
en la regién en donde se unen las proteinas del splicesosoma. Otra posibilidad es que alguno de
estos polimorfismos se encontrara cosegregando con otro cambio de secuencia en el mismo gen
(e.g. en la region promotora), y por lo tanto sirviera como un marcador de asociacion. Esto se
conoce como desequilibrio de ligamiento. Por lo tanto se hizo un analisis de la frecuencia alélica
de los tres polimorfismos identificados en el exon 7 del gen HNF-1a, con respecto a un numero
igual de controles. Un analisis similar se realizd con el nimero de individuos que presentaron
estos polimorfismos de forma homocigota o heterocigota, asi como la frecuencia de haplotipos
combinados entre los dos grupos.

En la cuadro 14 se describe el nimero de pacientes y controles con cada uno de los
polimorfismos identificados y en el cuadro 15 su frecuencia alélica. Este analisis no mostro una
diferencia estadisticamente significativa en el nimero de pacientes portadoras de los polimorfismo
L459L, N487S e IVS7nt+7G>A con respecto a los controles (p=0.2, p=0.9 y p=09
respectivamente). También el analisis tomande en cuenta la frcuencia aléliica no mostré una
diferencia estadisticamente significativa (p=0.2, p= 0.9 y p=1 respectivamente). Con lo anterior
concluimos que los polimorfismos L459L, N487S e IVS7nt+7G>A de forma aislada no parecen

participar el desarrollo de la enfermedad (cuadro 15).
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Cuadro 14. Analisis de los polimorfismos L459L, N487S e IVS7nt+7G>A del exon 7 de

HNF-1a en muestras de pacientes y controles.

Localizacién Cambio Efecto No. de No. de P
pacientes con | controles con
nucledtidico el cambio el cambio

Codon 459 CiC | 20 32 0.2
(o7} L 39 31
TT L 16 12

Codon 487 GIG N 26 28 09
AIG N/S ] a7
AIA S 10 10

1501+7G>A G/IG IVSTni=TG/A 26 27 09
AIG 41 39
AIA 8 9

El analisis estadistico no muestra una diferencia estadisicamente significativa entre las mujeres con DG que presentan los polimorfismos
L459L. N487S v 1501+7G>A con respecio a las controles

Una posibilidad adicional era que el analisis de dos o mas polimorfismos de forma combinada
(haplotipos) entre pacientes y controles resultara estadisticamente significativo. Por lo tanto
se procedio a determinar la frecuencia de los haplotipos mas prevalentes entre pacientes y

controles.
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Cuadro 15. Frecuencias alélicas en los polimorfismos L459L, N487S e IVS7nt+7G>A del
exon 7 de HNF-1a.

| |
J _ | . : !
| Frecuencia alélica
| Localizacion | Cambio Efecto | Designacion

|
aitid
Ruginciiie | DG CONTROLES
Codon 459 ‘ cr | LICTG)>L(TTG) I LasoL | T.047 T.0.37
Codon 487 | AIG | N(AAC)>S(GAC) | N4878 | A 039 A, 038
1501+7G>A G /A IVS7ntG/A 150147G>A A, 0.38 A.0.38

La frecuencia de cada base nucledtidica fue determinada en mujeres con DG (n=75) y en
mujeres no relacionadas a la enfermedad (n=75). El diagnostico de DG se realizé como se
especifica en metodologia (seleccion de los sujetos). No existe diferencia significativa en la
frecuencia alélica de los polimorfismos L459L, N487S y 1501+7G>A: p=0.2, p= 09 y p=.1,
respectivamente.

Establecimos todas las posibles combinaciones (haplotipos) con estos tres polimorfismos. De
un total de 27 posibles combinaciones solo 4 se encontraron en mas de tres individuos:

C/T459, G/A487, G/A1501+7G>A; C/C459. G/G487,G/G1501+7G>A; T/T459, A/A487,

A/A1501+7G>A; C/T459. G/G487. G/G1501+7G>A y ninguno de los haplotipos anteriores

mostré diferencias estadisticamente significativas entre pacientes y controles (p= >0.5, p=0.1,

p=0.8 y p=>0.5 respectivamente) (cuadro 15).
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Tabla 14. Anadlisis de los haplotipos mas frecuentes en mujeres con DG y controles

considerando los polimorfismos L459L, N487S Y 1501+7G>A

HAPLOTIPOS PACIENTES CONTROLES

CiT459, G/IA487, GIA1501+7G>A [

30 - 27
| CIC459, GIG4BT,G/G1501+7G>A |
T/T458, AJA4BT, AJA1501+7G>A
‘ 14 24
CIT459, /G487, GIG1501+7G>A
' i
| 7 ' 8
| |
|
' 5 3

>0.5

0.1
09

>0.5

El analisis estadistico de los haplotipos mas frecuentes formados por los polimorfismos
L459L, N487S y 1501+7G>A se realizo en 75 mujeres con DG vs 75 mujeres controles. No se

observaron resultados estadisticamente significativos.

Adicionalmente, se identificc una mutacion heterocigota en el gen de la glucocinasa. Esta

mutacién (Y215X) ha sido descrita en pacientes con DG en poblacién inglesa.
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DISCUSION.

Caracteristicas clinicas y genealdgicas de las pacientes en estudio.

La mayoria de las mujeres de nuestra poblacion (59%) se encuentran en un intervalo de edad de
35 a 39 afos. Esto es consistente con lo reportado en la literatura, pues existen reportes de una
relacién directa entre una edad mayor de 35 anos en el momento del embarazo y un mayor riesgo
al desarrollo de DG (68). En nuestro estudio, la obesidad no parece ser un factor de riesgo
adicional en mas del 60% de las pacientes para el desarrollo de DG

En otras circunstancias, el control de la hiperglicemia con dieta, sin el requerimiento de insulina se
observa en 84% de las pacientes, lo cual también es consistente con lo reportado para grupos de
pacientes con DG en otras poblaciones (53). Dentro de las complicaciones que se presentaron, la
preeclampsia severa la observamos en dos mujeres: la primera de 38 afios, tiene antecedentes
de DM (el padre padece de retinopatia diabética), también desarrollo retinopatia y su producto
tuvo bajo peso al nacimiento (1800 gr). Esta alteracion en el peso de recién nacidos de madres
con DG se reporta en madres portadoras de mutaciones en el gen de la glucocinasa

La segunda paciente también cuenta con antecedentes familiares de DM (padre y abuela paterna
padecieron y murieron por complicaciones de la enfermedad: infarto al miocardio e insuficiencia
renal, respectivamente). Esta mujer se ha embarazado en dos ocasiones, en su primer embarazo
el feto murié a la semana 24, luego de lo cual desarrollo insuficiencia renal, por lo que le
realizaron un transplante renal que actualmente la mantiene sin complicaciones. En esta paciente
un gen candidato para estudios mutacionales es el gen de HNF-1( el cual se ha relacionado a
diabetes, falla renal y alteraciones estructurales del rifion. Es interesante también que esta
paciente requirié de la administracion de insulina y un plan de alimentacion para el control
metabdlico durante su embarazo. Todo esto es compatible con una diabetes de dificil control
observado en pacientes con mutaciones en HNF-1p3.

Ambas mujeres tienen en su familiograma patrones de herencia de tipo poligénico. Es notorio

también el numero tan bajo de pacientes con complicaciones materno-fetales comparado con la
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frecuencia reportada en la literatura (54). Esto puede deberse a un sesgo en la muestra, ya que
todas estas pacientes se atendieron en una clinica de cuidados materno-fetales en un hospital de
tercer nivel y la mayoria de ellas recibieron control prenatal.

Sin embargo, a través de entrevistas a las pacientes nos hemos percatado que algunas tienen
historias de pérdidas de embarazos previos, asi como de hijos con malformaciones congeénitas y
problemas durante su embarazo, trabajo de parto y en el parto mismo, que no se documentan en
los expedientes actuales. Ejemplo de lo anterior son los dos casos presentados arriba y el caso
de la mujer portadora de la mutacion G574S, que describiremos adelante. Datos como los
presentados, hacen pensar que un numero considerable de nuestras pacientes padecieron DG en
sus embarazos anteriores, pero no fueron diagnosticadas como tal en esos momentos.

La falta de un diagnéstico oportuno se debe a que no hay caracteristicas clinicas evidentes en
esta enfermedad, lo que hace importante la busqueda de marcadores genéticos que puedan
utilizarse para la deteccion oportuna de mujeres con riesgo a padecer DG, mucho antes de iniciar
su vida reproductiva. Los cuidados en la consulta prenatal de estas mujeres ademas de una
adecuada educacion para la salud antes y durante de los embarazos permitira disminuir
complicaciones propias de la DG, como es el caso de las muertes perinatales.

Con lo que respecta a la informacion obtenida de los familiogramas el 87% de las pacientes
presentan agregacion familiar (un mayor riesgo al desarrollo de la enfermedad en individuos con
familiares de primer grado diabéticos), mientras que Unicamente el 13% no presentan. De las
mujeres con antecedentes de DM, el 48% de los familiogramas presentaban antecedentes
familiares de Diabetes Tipo 2 y corresponden a arboles genealégicos con herencia poligénica.
Por otra parte, es interesante el alto porcentaje de mujeres que presentaron un
familiograma compatible con herencia autosémica dominante, lo que sugiere la
participacion de un gen unico (formas monogénicas) o bien la intervencién de ese gen

como gen principal implicado en el desarrollo de la enfermedad.

106



ISIDRO A. Genes IPF-1, HNF-1a y Glucocinasa en Diabetes Gestacional.

Aquellas pacientes sin antecedentes heredofamiliares podrian corresponder a DM1 (insulino-
dependiente) de aparicion tardia, ya que es frecuente la ausencia de agregacion familiar en esta

variedad de diabetes.

Variantes de secuencia identificadas en el gen HNF-1a en pacientes mexicanas con DG.
Existen Unicamente dos reportes en la literatura donde se analiza la participacion del gen HNF-1«
en pacientes con DG. Ambos estudios se realizaron en poblaciones con similar numero de
pacientes al de las pacientes estudiadas por nosotros. En poblacion alemana la frecuencia de
mutaciones en este gen es de aproximadamente 17%, mientras que en poblacion sueca la
frecuencia es del 1.5%. En nuestro estudio se identifico una sola paciente con mutacion en el gen
de HNF-1a (G5748) lo que corresponde a una frecuencia del 1.3%.

La mutacion G574S en HNF-1a fue reportada originalmente en nifios africanos con diabetes de
aparicion temprana. Estudios subsecuentes han mostrado que este cambio de secuencia no
parece ser completamente penetrante, por o que se propone como una variante que confiere
susceptibilidad al desarrollo de diabetes, particularmente en poblacion de origen africano (69,70).
Sin embargo faltan estudios funcionales en células B pancreaticas en donde se establezca la
funcion como factor de transcripcion de la proteina mutante. Mediante este tipo de estudios
podriamos definir la participacion de esta variante genética en el desarrollo de la DG.

La paciente portadora de la mutacion G574S tiene una historia obstétrica problematica, el primer
embarazo finalizé con un obito, abortd el tercero y en las otras dos ocasiones presentd
manifestaciones clinicas de amenaza de aborto, que remitieron con tratamiento. Estos datos son
compatibles con el diagnéstico de DG en sus embarazos previos. Muertes intrauterinas y
perinatales se reportan como complicaciones frecuentes de la DG (53). En esta paciente es
importante el seguimiento con CTOG ya que probablemente desarrolle DM2 en un periodo corto

de tiempo. El analisis del estudio de segregacion familiar nos permite concluir que la mutacion fue
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heredada por la madre y que el patron de herencia en esta familia es poligénico, como lo
observamos en el familiograma de la paciente (fig. 22).

Recientes trabajos con los Indios Pima han demostrado que la respuesta a la secrecion aguda de
la insulina es mas baja en individuos quienes sus madres fueron diabéticas durante el embarazo,
que en hijos de madres que desarrollaron diabetes de aparicion temprana, pero despues de su
nacimiento (71) Ademas se ha observado una disfuncion de la celula § en los productos de ratas
hiperglucemicas (72). Lo anterior conduce a la hipotesis de que la exposicion de hiperglucemia in
utero afecta la funcion secretoria de la insulina por la célula B. Todo lo anterior, y dada la
resistencia a la insulina que se presenta normalmente durante el embarazo, nos permite sugerir
que las 2 nifias portadoras de la mutacion G574S en el gen de HNF-1a (fig. 22), podrian
presentar un mayor riesgo de desarrollar diabetes en sus embarazos, lo que incrementaria los
riesgos de los efectos negativos que la diabetes gestacional causa sobre los productos de la
gestacion.

Con lo que respecta a los polimorfismos identificados en el gen HNF-1a, comprobamos que
ninguno de estos participan en la susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad no solo de forma
individual, sino considerando también los polimorfismos como haplotipos. Estos tres
polimorfismos encontrados en el exon 7 se han descrito en poblacion caucasica, y no las han
asociado al desarrollo de DM2 (67). Sin embargo, este es el primer trabajo donde se estudia la
posible asociacion de estos polimorfismos (en forma individual y como haplotipos) en el desarrollo

de DG.

Analisis del gen IPF-1 en pacientes mexicanas con DG.

Aungue para el gen de IPF-1 se reporta una frecuencia de mutaciones del 1.5% en pacientes con
DG en poblacién suiza, en nuestra poblacion no se identificé ninguna mutacion asociada a este
gen, por lo menos en la regién codificante y las uniones exoén-intrén. Con estos resultados,

sabemos que la proteina no tiene ningun problema estructural, pero tal vez no exista en cantidad
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adecuada para llevar a cabo su funcion adecuadamente. Por lo anterior sera4 necesario analizar
tanto la regién promotora proximal como los dominios H1 y H2 del gen. Estas secuencias son
vitales para su transcripcién, ya que en ellas se unen factores i"anscripcionales necesarios para la
expresion adecuada del gen, como es el caso de HNF-3p , HNF-1a y HNF-4a. El analisis de la
region promotora nos permitira descartar o no a este gen como involucrado con el desarrollo de
DG en nuestras pacientes. Particularmente este gen se ha descrito asociado a intolerancia a la

glucosa (73), el estado en el que se fundamenta el diagnéstico de DG.

(\ l;;\.ﬁ A n
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Fig. 22 lzquierda: Familiograma de la paciente No. 118 con DG. Observamos que su padre
esta afectado al igual que su tia paterna (fallecida). El patrén de herencia es poligénico, ya
que el padre no presenta la mutacién G584S (N/N), por lo tanto esta es heredada por la
madre (fallecida). Derecha: a) Electroferograma de la hija de 2 afios del caso indice, en donde
se muestra la mutacion G574S. La flecha nos sefiala el cambio nucleétidico: GGC—AGC. b)
Secuencia norma!.

Los resultados obtenidos en este estudio nos ofrecen informacién interesante en tres vertientas:

1. El de la epidemiologia molecular de la enfermedad, ya que descartamos totalmente que por lo
menos las regiones codificantes de estos dos genes estudiados (IPF-1 y HNF-1a) no participan
de manera significativa en la etiologia de la DG en la poblacién mexicana (prevalencia del 1.3%),

lo que difiere de lo descrito para la poblacion alemana (17%). Lo anterior es una prueba valiosa
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que sustenta la heterogeneidad genética del padecimiento entre distintas poblaciones, y justifica

la continuacion del estudio que se reporta.

2. En el aspecto de Genética molecular nos permitié con la mutante encontrada G574S,
identificada en el gen HNF-1a, realizar los estudios de segregacion en otros miembros de la
familia, y proponer realizar la caracterizacion funcional de la proteina mutante a través de estudio
de expresion in vitro. Lo anterior ayudara a establecer una correlacion funcional y fenotipica, de
tal manera que podamos establecer el grado de riesgo que tienen los portadores de la mutacion
para desarrollar la enfermedad. Ademas dado el alto porcentaje (39%) de las mujeres que
presentaron familiogramas con herencia compatible con transmisién autosomica dominante
(MODY) es posible postular que otros genes relacionados al fenotipo MODY como el de la
glucocinasa (74), HNF-4a, HNF-1B o Beta2/Neuro D1 pudieran participar también en el desarrollo

de la DG en nuestra poblacion.

3. La identificacién y captacion de estas familias sera util para su posterior estudio ya que a traves
de estrategias de ligamiento genético sera posible la identificacion de loci y genes nuevos
implicados en el desarrollo de la DG. Por ultimo en el especto clinico, ya que si logramos
encontrar marcadores genéticos en algunas regiones de estos genes y definir su participacion en
el desarrollo de DG podriamos proponer consejeria genética en los familiares de mujeres

portadoras.

Los resultados del presente trabajo, ratifican la necesidad e importancia de continuar con esta
linea de investigacion. Es sumamente importante destacar que la DG es la principal alteracion
metabdlica que causa el ingreso a las Unidades de Medicina Materno Fetal, con una elevada
morbilidad secundaria a los cambios en el metabolismo de los hidratos de carbono. Asimismo, se

acompana de repercusiones sobre el embrion y el feto tales como abortos, malformaciones
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congénitas, muerte fetal, alteraciones en el crecimiento, alteraciones en la madurez pulmonar,
complicaciones intraparto y alteraciones metabédlias, entre otras.

Otro aspecto de gran relevancia consiste en que la gestacion ofrece la valiosa oportunidad de
recolectar el material (ej. ADN) que se requiere para el estudio de la contribucion genética en la
DG, adicionalmente que existe la probabilidad de recolectar material del “trio” (ADN de la madre,
del padre y del producto), para la realizacién de investigaciones de padecimientos con tendencia
familiar. El embarazo es muy importante para realizar investigaciones como la del presente
estudio, ya que sirve como un “sistema dnico” para explorar la utilidad y desarrollar métodos
para estudios de asociacion genetica. Ademas, existe el permanente compromiso de continuar
con una "medicina personalizada” en donde las alteraciones y/o variaciones en el ADN, sirvan
como una guia para la toma de decisiones en cuanto a metodos diagnosticos, intervenciones

terapeuticas, evaluacion de perfiles prondsticos y emitir un consejo genético.
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