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RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) se ha convertido en un grave problema de salud publica en todo el
mundo; en México su prevalencia supera la mundial, ademas de que es la principal causa de
muerte. Se estima que en los préximos afios, la DM serd uno de los principales problemas de

salud que enfrentara nuestro pais.

La diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) es el tipo mds frecuente, ya que representa mas del 90% de
los casos, por otro lado se considera que la diabetes gestacional (DG) es una manifestacién
temprana de 1a DMT?2. La DG afecta del 1-14% de las gestantes y las poblaciones con una alta
prevalencia de DMT?2 presentan a su vez un elevado nimero de casos de DG. El estudio de este
padecimiento es de suma importancia debido a que durante el curso de la enfermedad se pueden

presentar complicaciones que afectan tanto la salud de la madre como la del feto.

Se ha hecho, evidente que parte de la fisiopatologia de la DG comprende una falla en la
respuesta compensatoria de las células B para superar la resistencia a la insulina fisiolégica que
se desarrolla durante el embarazo. Por lo tanto, los esfuerzos por conocer la participacién del
componente genético en el desarrollo de esta enfermedad incluyen el estudio de genes que
participan en la secrecién de insulina, asi como aquellos relacionados con la respuesta a esta

hormona en sus células blanco.

Uno de los genes que se han asociado con el desarrollo de DG es el de la glucocinasa (GCK), la
enzima codificada por este gen tiene un papel muy importante en la secrecion de insulina. En

otras poblaciones se han identificado variantes alélicas tanto en pacientes con DG como DMT2.

Por lo tanto en este estudio se buscaron variantes alélicas en el gen de la GCK y se evalué si
alguno de ellas participaba en la susceptibilidad genética para el desarrollo de la DG en una

muestra de pacientes mexicanas.

Se identificaron tres polimorfismos en este gen mediante la técnica de PCR-SSCP y
secuenciacion directa, el primero de ellos se localiz6 solo en una de las 75 pacientes estudiadas.
Esta variante no se traduce en un cambio de aminodcido (Tyr215Tyr), y al parecer al igual que

en otras poblaciones este polimorfismo no se relaciona con el desarrollo de DG (polimorfismo

neutral).

v -



Los otros dos polimorfismos identificados en el gen de la GCK son: el polimorfismo intrénico
IVS9 +nt8 C>T y el polimorfismo en regién promotora de célula B (-30) G>A. Estos son
variantes alélicas comunes en la poblacién mexicana que se encuentran en equilibrio de Hardy-
Weinberg, y de acuerdo al estudio de asociacion caso control que se realizé no se relacionan

con el desarrollo de Ia DG.



Estudio del gen de la glucocinasa en pacientes mexicanas con diabetes gestacional
: Guerra Garcia MT

INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) se ha convertido en un grave problema de salud publica en todo el
mundo, ya que en las tltimas dos décadas ha habido un gran incremento en el nimero de casos. En
el afio 2000 la cifra mundial de diabéticos era de 177 millones, de acuerdo a la estimacion hecha por
la Organizacién Mundial de la Salud para el 2030 el numero de casos aumentara hasta 370 millones

(Zimmet y cols., 2003).

En Meéxico la prevalencia de DM en adultos mayores de 20 afios en el 2000 fue-del 7.5%. El
numero de los casos de DM han aumentado mas de treinta veces en los tltimos 50 afios (Hernandez
y cols., 2002). Ademads, la DM se considera como una de las tres principales causas de muerte junto
con las enfermedades del corazon y los tumores malignos (SSA, 2000). De acuerdo con la
estadistica de mortalidad en el 2001, la DM fue la primer causa de muerte, registrandose 49,833
muertes (SSA, 2002). De los individuos con diabetes, solo el 77.3% conoce que padece la
enfermedad (Olaiz y cols., 2003). El aumento de pacientes con DM sera sin duda uno de los

problemas mas importantes que enfrentard México en los préximos afios.

La ADA (American Diabetes Association) clasifica a la DM en 4 tipos: Diabetes tipo 1 (DMT1),
diabetes tipo 2 (DMT2), otros tipos especificos de diabetes y diabetes gestacional (DG). La DMTZ
es el tipo mas frecuente de diabetes en todo el mundo, ya que representa del 90 al 95% del total de
casos (ADA, 2004). Por otro lado, se ha considerado que la DG es una manifestacién temprana de
algunos casos de DMT2 (Cheung y Byth, 2003; Buchanan y Catalano, 1995). La DG afecta del 1-
14% de las gestantes dependiendo de la poblacién estudiada. Las poblaciones con una mayor
prevalencia de DMT2 presentan a su vez una elevada prevalencia de DG (Rodrigues y cols., 1999).
El estudio de este padecimiento es de suma importancia debido a que durante el curso de la
enfermedad se pueden presentar complicaciones que afectan tanto la salud de la madre como la del

feto (ADA, 2004).

Existe evidencia de que la DG tiene un componente genético (McLellan y cols., 1995). Esta
observacién ha incrementado el nimero de estudios de genética molecular relacionados con la DG,

con el fin de conocer la participacién de las variantes alélicas de algunos genes en la etiologia de la
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enfermedad. Dentro de ellos destacan estudios que han relacionado al gen de la glucocinasa (GCK)
con el desarrollo de la DG (Velho y cols., 2000; Hattersley y cols., 1998; Zaidi y cols., 1997,
Kousta y cols., 2001; Saker y cols., 1996; Ellard y cols., 2000).

Este gen codifica para una enzima citosélica (GCK), que tiene un papel importante en la secrecién
de la insulina (Matschinsky y cols., 1993). Dada la importancia de esta enzima en la homeostasis de
la glucosa, ademas de los estudios genéticos en otras poblaciones que demuestran la participacién
del gen de la GCK en el desarrollo de la DG, nosotros estudiamos la posible participacién de este

gen en una muestra de pacientes mexicanas con este padecimiento.

DEFINICION Y DESCRIPCION DE LA DIABETES MELLITUS

El término de diabetes mellitus (DM) conjunta un grupo de enfermedades metabdlicas,
caracterizadas por hiperglucemia (elevacion de la glucosa sanguinea con valores > 110 mg/dL en
ayunas), que resulta por defectos en la sintesis, secrecién y/o accién de la insulina, asi como

alteraciones en la produccion hepatica de glucosa (ADA, 2004).

Como ya se habia mencionado antes, La ADA clasifica a la DM en cuatro tipos (tabla 1): diabetes
tipo 1 (DMT1), diabetes tipo 2 (DMT2), otros tipos especificos de diabetes y diabetes gestacional
(ADA, 2004). Una proporcién alta de los pacientes con DMT1 manifiestan un defecto severo en la
sintesis y secrecién de insulina, debido a la destruccién autoinmune de la célula B pancredtica. Por
su parte, los pacientes con DMT2 no demuestran autoinmunidad. En los pacientes con DMT2, la
deficiente accién de la insulina en sus tejidos blanco es una de las causas de las anormalidades en el

metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y proteinas (ADA, 2004).

I) Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1)

La diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) se desarrolla por una destruccién autoinmune de las células B

pancredticas, los pacientes por lo tanto presentan insulinopenia permanente. Los anticuerpos
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descritos que median la destruccion autoinmune de las células B del pancreas son: anticuerpos
contra células del islote pancreatico, la hormona insulina y la enzima acido glutdmico
descarboxilasa (ICAs, IAAs y GAD, por sus siglas en inglés); ademas de los anticuerpos contra
fosfatasas de tirosina (Banerji y Lebovitz, 1989). Uno o mas de estos anticuerpos estan presentes en
el 85-90% de los pacientes con DMT]I, cuando la hiperglucemia en ayunas es detectada por primera
vez. Se ha descrito un componente poligénico en el desarrollo de la DMT]1. Es decir la DMT1 tiene
predisposiciéon genética multiple, ya que varios genes interactian entre si para generar la
enfermedad. El 50% de los casos pueden asociarse con algunos haplotipos de los genes HLA-

DR/DQ (ADA, 2004).

El grado de destruccién de las células B pancreaticas es variable; presenta una evolucién rapida en
algunos nifios pero en adultos el proceso suele ser lento (ADA, 2004). Algunos pacientes
particularmente nifios y adolescentes pueden presentar cetoacidosis como la primera manifestacion
de la enfermedad, otros en cambio presentan hiperglucemia moderada en ayunas que puede
rapidamente cambiar a severa (ADA, 2004). La obesidad en estos pacientes es poco frecuente

(Pocio y McDermott, 2002).

Existe también la DMT] idiopatica, su etiologia es desconocida. La DMT]1 idiopatica es hereditaria;
los pacientes presentan grados variables de deficiencia de insulina, son propensos a cetoacidosis y la
mayoria son de origen africano o asiatico (ADA, 2004). Sin embargo en estos pacientes no se han
identificado haplotipos de riesgo para DMTI en los genes del HLA ni los anticuerpos que se

relacionan con la destruccion autoinmune del pancreas (Banerji y Lebovitz, 1989).

I1) Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)

La DMT2, anteriormente conocida como diabetes mellitus no insulinodependiente o diabetes del
adulto se caracteriza por insulinoresistencia, deterioro de la funcién secretora de las células B
pancreaticas e incremento en la produccion hepatica de glucosa. Desde el inicio y frecuentemente a
lo largo del desarrolio de la enfermedad los individuos no requieren insulina para el tratamiento y

control de la hiperglucemia (ADA, 2004).
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La DMT2 es un padecimiento complejo y multifactorial; es decir, hay probablemente muchas
causas diferentes para el desarrollo de la enfermedad, pero la etiologia especifica no es conocida y
no se asocia con la destruccion autoinmune de las células B pancreaticas. Muchos de estos pacientes
son obesos, y se conoce que la obesidad aumenta la resistencia a la accién de la insulina (Diamond,

2003).

Las concentraciones de insulina en estos pacientes pueden estar normales o elevadas. Algunos
pacientes con DMT2 pueden permanecer asintomaticos por muchos afios, para posteriormente
desarrollar complicaciones macrovasculares y microvasculares. Sin embargo hay algunos otros
pacientes que desarrollan las complicaciones en forma mds temprana (Reaveny y cols., 1976;
Umpierrez y cols., 1995). Ademas, existen variaciones en el desarrollo de las complicaciones
dependiendo de cada individuo. Lo anterior habla de la gran heterogeneidad clinica que tiene la

DMT2.

La biosintesis de la insulina en estos pacientes puede estar disminuida debido a defectos en el
procesamiento de la proinsulina, que es la forma inactiva de la insulina (Bano y cols., 2001). La
proinsulina es biotransformada a insulina gracias a la accion de dos endoproteasas; la PC2 y PC1
que producen 2 rupturas proteoliticas liberando el péptido C y la insulina madura. En algunos
pacientes con este tipo de diabetes los niveles de proinsulina estin muy elevados tanto en

condiciones basales como después de la estimulacion con una carga de glucosa (ADA, 2004).

IIT) Otros tipos especificos de diabetes

a) Diabetes tipo MODY

Este tipo de diabetes se caracteriza por presentar un patrén de herencia autosémico dominante y un
inicio del padecimiento antes de los 25 afios. Se le conoce como diabetes tipo MODY por sus siglas
en inglés: Maturity-onset diabetes of the young. Los pacientes MODY presentan diabetes mellitus
no ceténica y disminucioén en la secrecién de la insulina. En algunos pacientes también se han

identificado defectos minimos en la accion de insulina (Fajans y cols., 2001).
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Los pacientes con diabetes tipo MODY presentan un defecto primario en la funcién de las cétulas 8
del pancreas, esto puede resultar por mutaciones en uno de al menos seis genes diferentes. Uno de
ellos codifica para la enzima glucolitica glucocinasa (hexocinasa IV, MODY 2) y los otros cinco
codifican para factores de transcripcion: factor nuclear del hepatocito 400 0 HNF4a (MODY 1),
factor nuclear del hepatocito 1o 0 HNF-1a,, (MODY 3), factor nuclear del hepatocito 1B o HNF 1B
(MODY 5), factor promotor de insulina 1 o IPFI (MODY4), y el factor de diferenciacion
neurogénica 1 o Neuro DI/BETA2 (MODY 6) [Fajans y cols., 2001; Owen y Hattersley, 2001;
Goémez y Roopa, 2003].

b) Mutaciones puntuales en el DNA mitocondrial

Algunas mutaciones en el DNA mitocondrial han sido asociadas con diabetes mellitus (Gerbitz y
Gempel, 1996; Ohkubo y cols., 2001). La mutacién mds comun ocwre en la posicion 3243 del gen
que codifica para el RNAt de la leucina (A3243G) [Gerbitz y Gempel, 1996]. Esta mutacién genera
dos fenotipos distintos; el sindrome MELAS (miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosis lactica,
y apoplejia) y el sindrome MIDD (diabetes y sordera de herencia materna). Los pacientes que
desarrollan alguno de estos sindromes presentan disminucion en la sintesis de proteinas que
participan en la respiracion mitocondrial (Gerbitz y Gempel, 1996). La mutacion ha sido reportado
en el 80% de los casos de MELAS y en el 1-3% de los pacientes con diabetes tipo 2 en poblacion

japonesa, que tienen historia familiar de diabetes (Choo-Kang y cols., 2002).

Otros tipos especificos de diabetes también incluyen diabetes por causas primarias como son
defectos genéticos en la acciéon de la insulina y diabetes por causas secundarias como son las
enfermedades del pancreas exocrino, endocrinopatias, diabetes inducida por medicamentos o
sustancias quimicas, infecciones, etcétera (tabla 1). Los casos observados de estos tipos secundarios
de diabetes son raros, sin embargo hay que tomarlos en cuenta por sus repercusiones en la salud de

los pacientes (ADA, 2004).
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1V) Diabetes gestacional

La diabetes gestacional (DG), se caracteriza por intolerancia a la glucosa de severidad variable que
se detecta por primera vez durante el embarazo, abarca incluso aquellos casos que requieren
insulina para su tratamiento y los que persisten ain después del parto {(ADA, 2004; Jovanovic y
Pettitt, 2001). Por lo tanto existe la posibilidad de que la intolerancia a la glucosa pueda anteceder al

embarazo como un sintoma no detectado (ADA, 2004).

De acuerdo a lo anterior el término diabetes gestacional incorpora no solo la diabetes gestacional
verdadera desarrollada en el segundo y tercer trimestre del embarazo sino también la intolerancia a
la glucosa pregestacional no diagnosticada, y la diabetes tipo 1 y tipo 2 subclinica (Tamas y
Kerényi, 2001). Sin embargo, el porcentaje de mujeres con diabetes gestacional debido a

destruccion autoinmune de célula B suele ser muy bajo (Petersen y cols., 2004).

La DG puede remitir o continuar después del parto, dependiendo de la presencia de factores que
alteran la funcion de la célula B, tales como obesidad y predisposicion genética a la enfermedad.
Existen datos publicados de que un 61% de mujeres con DG pueden desarrollar intolerancia a la
glucosa 0 DMT?2 a los 11 afios después del parto (McLellan y cols., 1995). De tal manera que es
importante reconocer y tratar antes del parto a estas pacientes; tanto para evitar la morbilidad fetal

como para disminuir en la madre el riesgo de desarrollar DMT2 (Kjos y Buchanan, 1999).
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Tabla 1. Clasificacién etiolégica de la diabetes mellitus. Diabetes Care 2004; 27 (Suppl. 1) S5-10.

I. Diabetes tipo 1*
A. Mediada Inmunol6gicamente
B. ldiopética
11. Diabetes tipo 2*
II1. Otros tipos especificos
A. Defectos genéticos en la funcién de célula B
1. Cromosoma 12, HNF-1a (MODY3)
2. Cromosoma 7, glucocinasa (MODY2)
3. Cromosoma 20, HNF-4o (MODY 1)
4.Cromosoma 13, {PF-1 (MODY 4)
5. Cromosoma 17, HNF-1§ (MODY 5)
6. Cromosoma 2, Neuro D1 (MODY 6)
7. DNA mitocondriat
8. Otros
B. Defectos genéticos en la accion de la insulina
|. Resistencia a la insulina tipo A
2. Leprechaunismo
3. Sindrome de Rabson-Mendenhall
4. Diabetes lipotrofica
5. Otros
C. Enfermedades del pancreas exocrino
1. Pancreatitis
2. Pancreatectomia y/o traumatismo
3. Neoplasia
4. Fibrosis quistica
5. Hemocromatdsis
6. Pancreatopatia fibrocalculosa
7. Otros
D. Endocrinopatias
1. Acromegalia
2. Sindrome de Cushing
3. Glucagonoma
4. Fcocromocitoma
5. Hipertiroidismo
6. Somatostatinoma
7. Aldosteronoma
8. Otros

E. Inducida por medicamentos o sustancias quimicas

1. Vacor
2. Pentamidina
3. Acido nicotinico
4. Glucocorticoides
5. Hormona tiroidea
6. Diazoxido
7. Agonista B adrenérgicos
8. Tiazidas
9. Dilantin
10. Interferén a
1. Otros
F. Infecciones
! Rubeola congénita
2. Citomegalovirus
3. Otros
G. Causas poco comunes de
inmunologicamente
1. Sindrome de *“hombre rigido”
2. Anlicuerpos anti- receptor de insulina
3. Otros

H. Otros sindromes genéticos algunas veces asociados con

diabetes
1. Sindrome de Down
2. Sindrome de Klinefelter
3. Sindrome de Tumer
4. Sindrome deWoifram
5. Ataxia de Friedreich
6. Corea de Huntington
7. Sindrome de Laurence-Moon-Bied]
8. Distrofia mioténica
9. Porfiria
10. Sindrome de Prader-Willi
11. Otros
1V. Diabetes mellitus gestacional (DG)

DM mediada
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EPIDEMIOLOGIA DE LA DIABETES GESTACIONAL

La prevalencia mundial de la diabetes gestacional (DG) es del 1-14% dependiendo de la poblacion
en estudio, presentandose mas de 200,000 casos anualmente (ADA, 2004). En México la
prevalencia en la poblacion general se desconoce, pero en 1998, Forsbach y colaboradores
reportaron una cifra del 4.3% en la ciudad de Monterrey Nuevo Leén en 693 embarazadas
estudiadas (Forsbach y cols., 1998). En 1992 en la ciudad de México, se reportd una incidencia del
7% en el Hospital “Luis Castelazo Ayala” del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) [Grupo
de estudio sobre Diabetes Mellitus, 1992]. Los Angeles California, una ciudad de los Estados
Unidos con una elevado porcentaje de poblacion latina presenta una de las prevalencias mas altas de

DG (12.3 %) [Mestman y cols., 1980].

FISIOLOGIA DEL EMBARAZO

Durante el embarazo ocurren distintas adaptaciones metabdlicas maternas en las diferentes etapas
de la gestacion. Estos cambios preparan a la madre y al feto para obtener los requerimientos
nutricionales y mantener una homeostasis durante todo el desarrollo del embarazo, un proceso muy

complejo.

I) Gasto energético y modificacion del metabolismo de glucosa, aminodcidos y icidos grasos

El gasto energético total de la gestacion se calcula en 84,300 Kcal. Una mujer normal aumenta
aproximadamente 12.5 kilogramos durante un embarazo no complicado (Van Raaij, 1995; Butie y
cols., 2004). De esta cifra, el crecimiento del ttero y el producto contribuyen con aproximadamente
6 Kg, en tanto que el aumento de peso por liquidos corporales es de aproximadamente 3 Kg y el

resto es dado por la acumulacion de la grasa corporal (Butte y cols., 2004)

La etapa temprana del embarazo comprende desde el dia de la concepcion hasta la semana 20. En

este estadio del embarazo, debido a un incremento en la ingesta de calorias se presenta también un
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incremento en la secrecién de insulina por la célula B pancreética (Knoop y cols., 1981; Catalano y
cols., 1991), lo que resulta en un aumento en la captacion de glucosa en los tejidos periféricos. En
los adipocitos, la utilizacién preferente de la glucosa como fuente de energia puede favorecer la
inhibicién de la oxidacién de lipidos y por lo tanto su acumulacién en el citosol (Randle y cols.,
1963). Existe por tanto un aumento de las reservas lipidicas que alcanzan su méaximo antes de la
semana 30. Estas reservas son utilizadas en la etapa tardia, cuando la tasa metabdlica basal se
modifica considerablemente gracias al crecimiento y desarrollo de la placenta, el ttero y el feto

(Catalano y cols., 1991; Van Raaij, 1995).

La sensibilidad a insulina en la etapa temprana del embarazo puede ser normal (Spellacy y cols.,
1965), o estar levemente aumentada (Kalkoff y cols., 1979). Esta variacién en la sensibilidad a esta
hormona puede deberse a que el compartimento feto-placentario captura por lo menos la tercera
parte de la glucosa total sin depender de insulina (ver transporte de glucosa a través de la placenta).
Por lo tanto cuando se observa un aumento en la sensibilidad a insulina, este aumento es aparente

(Spellacy y cols., 1965).

En la etapa tardia del embarazo ocurren cambios en las células B pancreaticas que contribuyen al
incremento en la secrecién de la insulina: 1) disminucién del umbral de glucosa para estimular la
secrecion de insulina, 2) incremento en la proliferacién de las células 3 pancredticas, 3) aumento de
las uniones estrechas entre las células  pancreaticas, y 4) elevacion del metabolismo de glucosa y
adenosil monofosfato ciclico (AMPc) [Sorenson y Brelje, 1997]. Todas las modificaciones
anteriores pueden ser producidas por la accién de hormonas como la prolactina, estrogenos, y
progesterona. Estas hormonas son producidas en la madre, pero durante este estadio del embarazo la
fraccion placentaria es la que contribuye mas al aumento de los niveles en plasma materno (Brelje y

cols., 1993 y 1994).

La secrecién de insulina en la etapa tardia por lo tanto es mucho mayor que en la etapa temprana,
sin embargo existe un incremento del 20-30% en la produccion de glucosa endégena; siendo la
gluconeogénesis la via de mayor contribuciéon (Catalano y cols., 1991; Kalhan y cols., 1997). La
accion de las hormonas lipoliticas favorece el catabolismo de lipidos en la etapa tardia. Esto eleva

los niveles circulantes de 4cidos grasos libres; sobretodo en el ayuno, cuando las concentraciones de
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hidratos de carbono se ven disminuidas. A este fendmeno se le conoce como “inanicion acelerada”.
La elevacion en los acidos grasos es una de las principales causas de insulinoresistencia en la etapa

tardia (Buchanan, 1990; Sivan, 1998).

La exposicion tanto aguda como crénica a los 4cidos grasos libres provoca que estos se acumulen
en el muisculo. Los 4cidos grasos inducen una disminucion de la captacion de glucosa estimulada
por la insulina, debido a un decremento en la sintesis de glucdégeno y una elevacion de
triacilgliceroles y ésteres de coenzima A de acidos grasos de cadena larga (Kraegen y cols., 2001).
El incremento en la concentracion intramitocondrial de acetilCoA/ CoA y NADH/NAD+ y la
subsecuente inactivacion de la piruvato deshidrogenasa afectan la captacién de glucosa (Kraegen y

cols., 2001).

Ademas, el embarazo se caracteriza por hipoaminoacidemia y aminoaciduria (Kalhan y Devapatla,
1999). En el primer trimestre se estima que la cantidad de proteinas sintetizadas es muy similar a la
que existe en condiciones no gravidas. Sin embargo, esta se incrementa un 15% y 25% en el
segundo y tercer trimestre del embarazo respectivamente. Los aminoacidos no solo son utilizados
para la sintesis de proteinas, también pueden oxidarse para obtener energia. Una disminucién en la
captacion y desaminacion hepatica de leucina, asi como disminucién en la tasa de sintesis de urea se
observan desde la etapa temprana de la gestacion. Se especula que la disminucion anaplerdtica del
flujo de carbono en el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, como consecuencia de la
insulinoresistencia fisiolégica podria disminuir la transaminacion de leucina durante el embarazo

(Catalano y cols., 1996; Kalhan y Devapatla, 1999 ).

La incapacidad para utilizar la glucosa permite adaptar el metabolismo a otras fuentes de energia.
En el ayuno, durante el embarazo también se puede presentar una reduccion rapida y pronunciada
de los aminodcidos gluconeogénicos, particularmente de la alanina. La reduccién de la alanina
limita la gluconegénesis hepatica, contribuyendo a la hipoglucemia en el ayuno. (Feling y cols.,

1972; Cetin y cols., 2004).
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IT) Transporte de glucosa, aminoacidos y lipidos a través de 1a placenta

La glucosa es el sustrato energético principal que utiliza el feto, su transporte a través de la placenta
es por difusion facilitada, a través de 2 trasportadores independientes de sodio: GLUT3 y GLUT],
cuya expresién no es dependiente de la insulina. Sin embargo, la expresion de GLUT4, un
transportador cuya expresion si es dependiente de la insulina, también se ha observado en las
células estromales intravellosas placentarias, aunque su funcién en estas células atin se desconoce.
Por lo tanto la cantidad de glucosa transportada hacia el feto a través de la placenta es proporcional
a la concentracion de glucosa en sangre materna (Xing, 1998; Gaither y cols., 1999). Parte de la
glucosa que atraviesa las vellosidades de la placenta puede ser metabolizada en este

compartimiento, oxidandose hasta lactato, que puede también ser utilizado por el feto (Hay, 1994).

El GLUT1 es el principal transportador transplacentario, su actividad y expresién en la membrana
basal (cara fetal) aumentan hasta en un 50% en el segundo trimestre (Illsley, 2000). EI GLUT3 se
encuentra s6lo en el endotelio vascular arterial; su papel es transportar la glucosa de la circulacién

arterial umbilical hacia el feto (Illsley, 2000).

La concentraciéon de aminoacidos en la circulacion fetal suele ser mucho mayor que en la sangre
materna. Estos se transportan a través de 10 transportadores de aminoéacidos dependientes de sodio
(Regnault y cols., 2005). Muchos de los aminoacidos se pueden metabolizar en la placenta antes de
pasar a circulacion fetal. Un ejemplo de esto es la serina que se biotransforma a glicina (Regnault y

cols., 2005).

Los lipidos son obtenidos por el feto a través de la placenta que posee receptores para las
lipoproteinas que provienen de la circulacién materna, de aqui pueden difundir hacia el feto por
transportadores especificos o por difusién simple. Los triacilgliceroles no pueden difundir por la
placenta, pero el higado fetal puede sintetizarlos a partir de los 4cidos grasos libres maternos, que si
difunden. Las concentraciones de acidos grasos y otros lipidos en plasma fetal son muy similares a

las observadas en plasma materno (Hay, 1994).

11
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LA INSULINA COMO UN FACTOR DE CRECIMIENTO

En el feto humano la insulina puede ser detectada en el pancreas el dia 70 después de la concepcidn,
y en el plasma el dia 84. Los receptores de insulina estin presentes en los tejidos blanco fetales a
partir del dia 105 (Fowden, 1989). La insulina es considerada como una hormona clave en la
regulacion del crecimiento fetal, sobretodo durante el primer estadio debido a sus efectos del
anabolismo tisular. Estimula la sintesis proteica, la sintesis de glucégeno y regula la lipdlisis (Le

Roith y Zick, 2001).

El crecimiento de los tejidos fetales parece ser dependiente tanto de la secrecion como de la accion
de la insulina. En situaciones de hipoinsulinemia crénica se ha observado un retraso en el
crecimiento; tal es el caso de la agenesia pancredtica, el leprechaunismo y la diabetes neonatal
transitoria. Lo contrario ocurre en las situaciones de hiperinsulinemia fetal crénica, ya que debido a
la incorporacién de glucosa y acidos libres se incrementa la masa corporal y puede observarse
macrosomia fetal (De Fronzo y cols., 1992). Un exceso de crecimiento relacionado
fundamentalmente con incremento en el tejido adiposo se presenta en hijos de madres diabéticas

mal controladas y en el sindrome de Beckwith-Wiedemann (Giudice y cols., 1996).

ASPECTOS MOLECULARES EN LA ACCION DE INSULINA

La insulina es una hormona endocrina de naturaleza peptidica que es secretada por las células p del
péncreas. Sus células blanco poseen el receptor para la insulina (RI), este receptor membranal tiene
actividad cinasa de tirosina (Tyr). Este es una proteina transmembranal que se expresa como un
tetramero con la configuracién 2¢2f. La unién de 1 molécula de insulina a cada una de las
subunidades o provoca un cambio de conformacién en el receptor que conduce a la
autofosforilacién de dos residuos de Tyr en la posicién 1158 y 1162. Lo anterior activa la funcion
cinasa de tirosina (TRK) del receptor. Los sustratos del RI son los IRSs (sustratos del receptor de
insulina, por sus siglas en inglés), Gab-1 y Shc. Las proteinas IRS poseen un dominio PTB
(phosphate-Tyr binding) que funciona como sitio de unién al motivo NPXY (Asn-Pro-X-Tyr) del

RI y permite las interacciones entre el IR y los IRSs.
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En la regién carboxilo terminal los IRSs contienen multiples motivos con Tyr que pueden ser
fosforiladas; estos dominios sirven como sitios de acoplamiento para proteinas como son: Grb2,
Nck, Crk, Fyn, SHP-2 y la subunidad regulatoria p85a de la cinasa 3 de fosfatidilinositol (PI3-K),
entre otras. Estas proteinas median las funciones de la insulina regulando el metabolismo y
crecimiento en las células blanco. La sefializacion del receptor de insulina comprende 2 grandes
vias: la via de la proteina activada por mitégenos (MAP; mitogen —activated protein) y la de PI3-K;

las cuales a su vez estan interconectadas.

La via de la cinasa MAP es activada por la unién de las proteinas fosforiladas: Grb2, Shc o IRS.
Grb2 previamente se une a una proteina que cataliza la fosforilacion del GDP a GTP; lo anterior
resulta en la activacion de Ras. Ras interactia con Raf, y desplaza a las proteina 14-3-3 que estan
unidas a Raf, permitiendo de esta manera que pueda ser fosforilado por cinasas de Ser/Thr, lo
anterior activa la funcién catalitica de Raf. Raf fosforila a la cinasa MEK1 en 2 serinas (Ser)
regulatorias y la activa. MEK] a su vez activa a 2 cinasas: ERK-1 y ERK-2 (extracelular signal
regulated kinase). La activacion de estas ERKs median los efectos de la insulina para promover el
crecimiento debido a la fosforilacién de factores de transcripcion como Elk-1, y permiten la

expresion de algunos genes.

Por otro lado la respuesta metabélica de la insulina es mediada principalmente por la via de PI3-K.
La asociacién del complejo p85/p110 de PI3-K con las moléculas IRS resulta en la activacion de
PI3-K y la consiguiente sintesis de fosfatidilinositol 3, 4, 5 fosfato (PIP3). El PIP; se une a al
dominio PH de la cinasa dependiente de PI3-K (PDK-1) y Akt. Esto provoca la activacién de PKD-
1 que fosforila y activa a Akt. La fosforilacién de Akt, se relaciona con la translocacion del
transportador GLUT4 hacia la membrana plasmatica del miocito y adipocito. Las isoformas { y & de

la proteina cinasa C también se han relacionado con la translocacién de GLUTH4, en este caso son

activadas tanto por PDK-1 como por PI3-K.

La estimulacion de la sintesis de glucégeno es otro de los efectos metabélicos de la insulina. La
cinasa de la glucégeno sintasa 3 (GSK-3) regula en parte la sintesis de glucogeno y de proteinas ya
que inactiva al factor de iniciacion de la traduccion eucariote 2B (eIF-2B) y a la glucogeno sintasa.

La activacion de Akt resulta en la fosforilacién e inactivacién de GSK-3; de esta manera se impide
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la inhibicién de la glucogeno sintasa y del factor de iniciacion elF-2B. Otra forma en que la insulina
puede activar la sintesis de proteinas también a nivel de traduccion es mediante la fosforilacion de
la cinasa p70S6 y 4E-BP1 via la cinasa mTOR. La fosforilacion de 4E-BP provoca que se disocie su
unién con el factor de iniciacion de la traduccidén eucariote elF-2B, favoreciendo la sintesis de

proteinas (Le Roith y Zick, 2001).

FISIOPATOLOGIA DE LA DIABETES GESTACIONAL

El catabolismo de la insulina por algunas enzimas con actividad de insulinasas como la oxitocinasa,
histaminasa y fosfatasa alcalina contribuye al menos en parte con el efecto diabetogénico de la
gestacion (Tamés y Kerényi, 2001; Buchanan y Xian, 2005); se sabe ademas que varias de las
hormonas que se producen solo durante el embarazo, y otras que aumentan su concentracién
durante este periodo son capaces de inducir resistencia periférica a la insulina. Entre ellas tenemos a
los estrogenos, progesterona (Pepe y Albrecht, 1995; Ryan y Enns, 1988; Nelson y cols., 1994),
cortisol (Xiao y cols., 2002; Burke y Roulet, 1970; Giorgino, 1993), lactégeno placentario humano
(Ryan y Enns, 1988), prolactina (Skouby y cols., 1986) y glucagon (Unger y cols., 1970; Grigorakis
y cols., 2000).

Normalmente un incremento en la secrecién de la insulina en las mujeres embarazadas supera la
resistencia a la insulina durante este periodo. Sin embargo, el 1-14% de las gestantes desarrollan

DG durante el embarazo (Dornhorst y Rossi, 1998; ADA, 2004).

La resistencia a la insulina es un estado patolégico en el cual las células blanco de la insulina no
responden adecuadamente a esta hormona. Existe por tanto disminucién en la captacion de glucosa
por el misculo, tejido adiposo e higado, asi como disminucion en la supresion de la produccion de
glucosa hepatica. Las manifestaciones de estas anormalidades en el metabolismo de glucosa se

evidencian clinicamente cuando la secrecion de la insulina es insuficiente (Ryan y cols., 1985).

Las mujeres con DG presentan una mayor elevacion de los acidos grasos libres durante todo su

embarazo. Esto a su vez, incrementa la resistencia fisiolégica a la insulina que se presenta durante
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este periodo (Sivan y cols., 1998). Por esta razén, las mujeres que son obesas son el grupo en mayor

riesgo de desarrollar DG (Buchanan y cols., 1990).

Las alteraciones en las sefiales paracrinas de ]a insulina en sus érganos blanco puede ser dividida en
2 categorias: defectos en la sensibilidad y defectos en la respuesta. Defectos en la sensibilidad a la
insulina se refiere a una disminucién en la accién de la insulina a concentraciones fisioldgicas,
requiriéndose concentraciones elevadas para una respuesta celular adecuada. Mientras que los
defectos en la respuesta, impiden una accién adecuada de la hormona ain a concentraciones

elevadas (Ryan y cols., 1985).

En la DG también se pueden llegar a observar problemas de respuesta, ya que no existe una accion
adecuada de esta hormona atn cuando sus concentraciones pueden estar elevadas. Sin embargo, los
defectos posreceptor en la accion de insulina son mas comunes (Grigorescu y cols., 1986). Ensayos
in vitro con eritrocitos de mujeres embarazadas demostraron que no existe una disminucién en la
union a insulina a su receptor, por lo cual se especula que los problemas de respuesta en la DG
pudieran ser preferentemente a nivel posreceptor (Ryan y cols., 1985). Ademas, la resistencia a la
insulina se ha relacionado en algunos casos con la sobre-expresién de la glucoproteina-1 de
membrana celular (PC-1), la cual inhibe la actividad cinasa de tirosina del receptor de insulina al
interactuar directamente con una regién especifica de su subunidad o (Maddux y cols., 2000),
ademds de bloquear la cascada de sefializacién en un sitio posreceptor atin no identificado

(Kumakura y cols., 1998).

En mujeres con DG la produccién enddgena de glucosa en la etapa tardia es mayor y la respuesta de
primera fase de secrecién de insulina es menor que en embarazadas normoglucémicas (Catalano y
cols., 1993). Incluso también la respuesta de segunda fase de secrecion de insulina puede estar
disminuida (Buchanan y cols., 1990). De tal manera que una disminucién en la respuesta
compensatoria de las células  para secretar la insulina y no solo la exacerbacién de la resistencia a
la insulina durante el embarazo pudiera ser parte de la fisiopatologia de la DG (Prentice y
Goldberg, 2000; Yen y cols., 1971; Kuhl y Holst, 1976; Fisher y cols., 1980; Freinkel y Metzger,
1985; Buchanan y cols., 2001).
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En tejido adiposo de mujeres obesas con DG y niveles elevados de acidos grasos libres existe una
disminucién de los niveles de IRS-1 y PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor-gamma)
pero como un mecanismo tal vez compensatorio los niveles de la subunidad p85a de la PI3-K estin

aumentados (Catalano y cols., 2002; ver aspectos moleculares en la accién de insulina).

La translocaciéon del GLUT4 y la fosforilaciéon del receptor de insulina en musculo esquelético y
tejido adiposo también estan disminuidos (Shao y cols., 2000; Friedman y cols., 1999; Tomazic y
cols., 2002). De tal manera que los acidos grasos no sélo disminuyen la utilizacién de glucosa en el
citosol, sino que ademas impiden que este hidrato de carbono pueda entrar a las células blanco de la

insulina.

FACTORES DE RIESGO PARA EL DESARROLLO DE DIABETES GESTACIONAL

Existen factores que favorecen el desarrollo de DG; dentro de los mas importantes estan: obesidad,
falta de ejercicio, edad mayor a 25 afios al momento del embarazo (Jovanovic y Pettitt, 2001),
estatura corta, etnicidad (pertenecer a un grupo étnico con alta prevalencia de DMT2), embarazos
miultiples e historia familiar de diabetes (Rodrigues y cols., 1999). Estos factores pueden estar
interactuando de forma sinérgica, aditiva o por si solos ser causa suficiente para que la DG se
presente. Un gran porcentaje de mujeres con alguno de estos factores de riesgo desarrollan DG

(Savona y cols., 2000).

La mayoria de mujeres con DG tienen elevados indices de masa corporal, existe una relacion entre
obesidad y resistencia a la insulina, pero sobre todo esta asociacion es mas estrecha con la obesidad
central que se caracteriza por la acumulacién de grasa abdominal (Carey y cols., 1996). Se ha
sugerido que probablemente la grasa abdominal es mas sensible a estimulos adrenérgicos que la
grasa periférica y por lo tanto contribuye mas al aumento de 4cidos grasos en plasma (Richelsen y
cols., 1991). Las mujeres con un aumento de peso gestacional mayor al recomendado, retienen una
gran cantidad de grasa en el posparto, situacién que favorece la remision de la enfermedad (Butte y

cols., 2004; Bleicher y cols., 1964).
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Mujeres con alto consumo en grasas saturadas est&n mas propensas a desarrollar DG o intolerancia
a hidratos de carbono durante el embarazo, independientemente de la presencia de sobrepeso (Bo y
cols., 2001). Sin embargo la ingesta de grasas insaturadas disminuye la incidencia de intolerancia a

la glucosa durante el embarazo (Wang y cols., 2000)

Una alta prevalencia de DG ha sido reportada en mujeres de varios grupos nativos de norte
América, negros, hispanos y asiaticos; aunque la posibilidad de que desarrollen la enfermedad
aumenta dramdaticamente cuando son obesas (Rodrigues y cols., 1999). La distribucion étnica de la
diabetes mellitus y otras enfermedades metabdlicas complejas que afectan el equilibrio energético
apoya la teoria de los genes ahorradores. Esta teoria postula que individuos que estuvieron
sometidos a una baja ingesta caldrica, ajustaron mediante cambios evolutivos sus sistemas
metabdlicos para ahorrar el maximo de energia. Si la progenie de estos individuos eleva la ingesta
calorica original, pueden presentarse alteraciones metabdlicas como obesidad, sindrome metabdlico

y DMT?2 entre otros (Diamond, 2003; Marx, 2002).

Algunos sindromes relacionados con insulinoresistencia como el sindrome de ovario poliquistico
(SOP) pueden ocasionar DG (Kousta y cols., 2001; Sallam y cols., 2001; Carol y Dunaif, 1999). Un
buen porcentaje de mujeres con SOP padecen DG; ademas, después del embarazo estas pacientes
presentan niveles elevados de VLDL, triacilgliceroles, y colesterol; asi como acumulacion de grésa

abdominal (Holte y cols., 1998).

Hay una correlacién entre el grado de intolerancia a la glucosa y la estatura materna. Las mujeres
brasilefias tienen un riesgo del 60% de padecer DG cuando tienen una estatura dentro del primer
cuartil en la distribucion de estaturas (valores entre -2DE y -1DE; DE = desviacién estandar)

[Anastasiou y cols., 1998; Branchtein y cols., 2000].Es decir mujeres de estaturas bajas tienen un

riesgo mayor de desarrollar DG.

En embarazos multiples, los niveles incrementados de hormonas como lactégeno placentario
humano, estrégenos y progesterona aumentan la frecuencia de DG, debido a sus efectos contra

reguladores de estas hormonas sobre la accion de la insulina. (Schwartz y cols., 1999; Pepe y
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Albrecht, 1995; Ryan y Enns, 1988; Nelson y cols., 1994; Grumbach y cols., 1973; Desoye y cols.,
1987, Parsons y cols., 1992).

COMPONENTE GENETICO DE LA DIABETES GESTACIONAL

El 61% de un grupo de mujeres con DG desarrollaron a los 11 afios intolerancia a la glucosa o
DMT2. Al analizar la segregacion de estas dos condiciones se vio que un buen namero de ellas
tenian padres que no estaban afectados por ninguna de las dos condiciones. Lo anterior sugiere que
la DG tiene herencia poligénica (McLellan y cols., 1995). Es decir el fenotipo se presenta gracias a
la contribucién de varios genes y la participacion del medio ambiente. Se sabe ademas que el hecho
de presentar familiares con diabetes mellitus es un factor de riesgo para el desarrollo de DG
(Rodrigues y cols., 1999; Savona y cols., 2000) y que el patrén de herencia de esta enfermedad no

se limita a herencia poligénica, aunque este tipo de herencia es el més comun en las pacientes.

A este respecto varios estudios se han realizado con el fin de conocer los genes y las variables
alélicas especificas que se relacionan con el desarrollo de esta enfermedad. Algunos de los genes
que se han estudiado son genes de susceptibilidad para la DMT2. Dentro de los genes que se han
estudiado encontramos: el gen de la calpaina, el gen SURI (codifica para el receptor 1 de
sulfonilurea), los genes MODY; el gen de la GCK, el gen HNFl-a, € IPF-1, también los genes
mitocondriales; el gen del RNAt de la leucina y el gen de la NADH deshidrogenasa 1 (ND1).

El gen de IPF-1 codifica para un factor de transcripcion; entre otras funciones tiene una importante
participacién en el desarrollo y metabolismo de célula P pancreatica. Es un regulador
transcripcional positivo del gen de la insulina, glucocinasa y GLUT2 (Petersen y cols., 1994).
Mutaciones en este gen se han localizado en pacientes con DMT?2 en poblacion caucasica; dentro de
estas tenemos: C18R, D76N y R197H (Macfarlene y col., 1999). Weng y colaboradores estudiaron
a un grupo de 66 mujeres suecas con DG y encontraron una mutacién (P239Q) en el gen de IPF-1
en una de sus pacientes. La proteina IPF-1 con esta mutacién se relacion6 con una reduccién del
50% de la transcripcion del gen de la insulina en células Nesy2 comparada con la proteina silvestre

(Weng y cols., 2002).
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El gen de HNF-la codifica para un factor de transcripcion que se expresa en higado y pancreas.
Posee 4 dominios: 2 indispensables para la unién al DNA; el dominio POU A y un homeodominio,
un dominio de dimerizacidén necesario para la formacion de homodimeros o heterodimeros, y el
dominio de transactivacién. Este factor de transcripcién forma dimeros con otro factor de

transcripcion que es el HNF1-B (Rhee y cols., 1997).

En células B pancreaticas se ha determinado que la trascripcion del gen HNF-4a es regulada
principalmente por la uni6n del factor HNF-1a a su promotor alterno P2. (Thomas y cols., 2001).
La inactivacion del gen de HNF-la en lineas celulares de insulinoma (INS-1), demuestra que el
factor HNF-la 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 a-cetoglutarato deshidrogenasa mitocondrial
(Shih y cols., 2001). Otros de los genes cuya transcripcion depende de este factor es el gen que
codifica para el transportador de glucosa 6 fosfato y el gen del cotransportador de glucosa/sodio de

alta capacidad y alta afinidad (SGLT2) que se expresa en el rifién [Pontoglio y cols., 2001].

Mutaciones en este gen son causa de diabetes tipo MODY. Schwarz y colaboradores, en 58 mujeres
alemanas con DG identificaron mutaciones puntuales heterocigotas en la regién codificante del gen
HNF-la. Siete de estas mujeres portaban la mutacion Ala98Val y tenian una historia materna de
DG, otra de ellas result6 portadora de la mutacion Prol447Leu y tenia historia familiar de diabetes,
también se observo la mutacién Glu48Lys en una paciente con titulos bajos de anticuerpos anti-
GAD vy anti-insulina en suero, por lo que fue clasificada como paciente con DMI]. Asimismo,
encontraron una insercion TGGGGGT en la regién UTR 5’(untranslation region). Por lo tanto
aproximadamente el 17% de estas pacientes fueron portadoras de mutaciones en este gen (Schwarz

y cols., 2001).

En las 66 mujeres suecas con DG estudiadas por Weng y colaboradores se identifico en una mujer
la mutacion A203H en HNF-1a, la paciente desarrollé DMT2 un afio después del parto (Weng y
cols., 2002). Se sabe que portadores de mutaciones en este gen tiene una edad de aparicion mas
temprana de la diabetes cuando sus madres presentan hiperglucemia durante el embarazo (Stride y

cols., 2002).
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El gen de la calpaina codifica para una proteasa de cisteina no lisosomal estimulada por calcio. Es
de expresidon ubicua y se han localizado 8 isoformas de expresion tejido especifica. Participa en la
diferenciacion de adipocitos, la regulacion de IRS-1 y en el mecanismo de apoptosis mediado por el
receptor de rianodina en la célula f pancreatica. Inhibidores de esta proteasa afectan la secrecion y
sensibilidad a la insulina asi como sintesis de glucégeno, aunque los mecanismos mediante los

cuales la calpaina regula estas funciones no son conocidos (Haddad y cols., 2002).

El haplotipo 112/121 (1 designa al alelo comiin y 2 es el alelo menos frecuente) generado a partir de
las combinaciones especificas de los polimorfismos 43, 19 y 63 del gen de calpaina han sido
relacionadas con el desarrollo de DMT2 en varias poblaciones; incluidos mexicanos, mexico-
americanos, britanicos y polacos (del Bosque y cols., 2004). La combinacién 1112/1121 que
incluye el haplotipo anterior mas el polimorfismo 44 del gen de la calpaina confiere riesgo de
desarrollar intolerancia a la glucosa y DMT2 en individuos del sur de la India (Cassell y cols.,
2002). En descendientes de europeos del Norte el polimorfismo 19 y 63 se ha relacionado con

resistencia a la insulina (Elbein y cols., 2002).

Las pacientes con sindrome de ovario poliquistico tiene un riesgo del 84% de desarrollar diabetes
cuando presentan el haplotipo112/121 del gen de la calpaina (Haddad y cols., 2002). En 40
pacientes con DG de la ciudad de Viena el 20% de ellas presentaban el haplotipo 112/121, mientras
que en los controles este haplotipo no fue hallado (Leipold y cols., 2004). Sin embargo tanto en
finlandeses, japoneses y chinos no se ha visto asociacién de este gen con el desarrollo de DMT?2, sin
embargo en el caso de los chinos el polimorfismo 112/121 se ha relacionado con niveles elevados

de colesterol (Fingerlin y cols., 2002; Horikawa y cols., 2003; Wu y cols., 2005).

El gen SURI (receptor 1 de sulfonilurea) codifica para una proteina muy importante en la
regulacién de la secrecién de insulina, ya que forma parte de un canal de potasio que se expresa en
célula B pancretica. En poblacion finlandesa se observo que el polimorfismo R1273R (AGA/AGQG)
en la regién codificante, asi como el polimorfismo intrénico cagGCC/tagGCC en el intrén 15
estaban relacionados con el desarrollo de DG y DMT?2. Estos autores proponen que este resultado
apoya la idea de que tanto la DG como la DMT2 presentan predisposicion genética similar

(Rissanen y cols., 2000).
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Mutaciones en el genoma mitocondrial ocasionan DMT2. La mutacién puntual en el nucleétido
A3243G del DNA mitocondrial RNAt de la leucina esta relacionada con inhibicién progresiva de la
fosforilacion oxidativa y disminucién en la secrecién de insulina (Gerbitz y Gempel, 1996). La
heteroplasmia de esta mutacién (porcentaje de copias de DNA mitocondrial que presentan la
mutacién) y la edad de inicio de diabetes presentan una relacion inversa. En pacientes con DMT2
también se han observado las mutaciones A3156G (localizada cerca de la regién 3’del RNAr 16S),
G3357A, C3375A y T3394C (esta tltima en la regidn codificante de la subunidad 1 de la NADH
deshidrogenasa) [Ohkubo y cols., 2001].

De 137 pacientes con DG de Singapur, 15 (10.9%) tenian mutaciones en el genoma mitocondrial.
La mutaciéon heteroplasmica T3398C, en la subunidad 1 de la NADH deshidrogenasa, fue
identificada en 2.9% de las pacientes con DG pero no en controles; esta mutacién ha sido reportada
en diabetes familiar. En este mismo codén, una paciente presentaba la mutacion en forma
homoplasmica A3399T; esta mutacién no habia sido reportada hasta este estudio. Otra nueva
mutacién fue C3254A; localizada en el brazo de dihidrouridina del RNAt de la leucina, afectando
de esta manera su estructura secundaria; esta se encontré de forma heteroplasmica y solo en una
paciente. También se observaron con mayor frecuencia que en controles los polimorfismos G3316A
y T3394 (en el gen NDI), asociados también a DMT2. (Chen y cols., 2000). La mutacién A3243G
se asocié con abortos espontaneos en mujeres japonesas con DG o diabetes mellitus no

insulinodependiente (Yanagisawa y cols., 1995).

Mutaciones en el gen de la GCK han sido relacionadas con el desarrollo de DG. Las mutaciones en
la regién codificante de glucocinasa con ganancia de funcién causan hipoglucemia
hiperinsulinémica de la infancia (PHHI), debido a una hipersecrecion de insulina por parte de las
células B pancredticas (Glaser y cols., 1998; Cuesta y cols., 2004). Por otro lado mutaciones con

pérdida de funcién causan sindromes relacionados con hiperglucemia (Gloyn y cols., 2003).

Mutaciones homocigotas en el gen de GCK con pérdida de funcién (hasta hoy solo se han reportado
2: M210K y T228M) estan asociadas con un fenotipo severo que se presenta desde el nacimiento y

se relaciona con ausencia de insulina basal; esta condicién es conocida como diabetes neonatal

permanente (PNDM) [Njolstad y cols., 2001].
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Un gran porcentaje (mas del 90%) de las mutaciones en el gen de la GCK confieren pérdida de
funcién y causan el fenotipo MODY?2, este sindrome se caracteriza por presentar hiperglucemia
moderada. Mutaciones que son causa del fenotipo MODY o DMT2 se han encontrado en varias
poblaciones: franceses, britdnicos, suizos, italianos, japoneses, africo-americanos y puertorriquefios

(Stoffel y cols., 1993; Velho y cols., 1997; Gloyn y cols., 2005).

Mujeres inglesas con diabetes gestacional recurrente, hiperglucemia en el ayuno posparto e historia
familiar de diabetes tipo 2, presentaron una prevalencia alta de mutaciones en GCK. Dentro de los
cambios de secuencia que se observaron estaban las mutaciones ya reportadas para pacientes
MODY y/o DMT2: K161 + 2dell5, FI50S, A259T, A384T, R403fsdelC, E40ins21 o las
mutaciones no reportadas hasta entonces N180K, R191W, Y215X y L.288-1G —A. La mutacién
L288-1G —A altera el sitio aceptor de splicing del intrén 7. Las mutaciones que dieron cambio de
aminoéacido cosegregaban con niveles elevados de glucosa en ayuno y se encontraban en regiones

muy conservadas de la proteina en otras especies (Ellard y cols., 2000).

En la ciudad de Oxford otro grupo identific6 la mutacién G299R en tres pacientes (n= 50) con DG,
localizada en ex6n 8. Se considera que posiblemente esta mutacion tiene efecto fundador, las
pacientes con esta mutacién presentan hiperglucemia en el ayuno. (Saker y cols., 1996). Esta
mutacién al igual que la mutacion S131P se ha relacionan con una disminucién en la Vg de la
enzima y un aumento en la Ky para la glucosa (Stoffel y cols., 1993). La variante de secuencia
T228M que cosegrega con DMT?2 también se reporto en una paciente con DG de origen europeo
(Kousta y cols., 2001). En ingleses la causa mas comtn de DMT2 y diabetes tipo MODY es debido

a mutaciones en el gen de la GCK.

El polimorfismo (-30) G>A, en el promotor de célula B pancredtica se ha relacionado en algunas
poblaciones con disminucién en la secrecién de insulina en respuesta a una carga de glucosa oral.
En pacientes embarazadas que presentaban la variante A en forma homocigota, la respuesta de

primera fase de secrecion de insulina esta disminuida (Zaidi y cols., 1997).

Durante el embarazo existe una alteracion en la secrecion de la insulina fetal debido a mutaciones

en el gen de glucocinasa en la madre o en el feto. El peso al nacimiento esta disminuido cuando el
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feto presenta alguna mutacién en el gen de la GCK y la madre no porta la mutacién, cuando la
madre presenta la mutacién en este gen y el hijo es normal; el resultado es que el hijo nace
macrosémico. Los efectos son ademés aditivos y por lo tanto se observan pesos similares cuando
ambos son normales o ambos presentan la mutacién (Velho y cols., 2000). Los hijos con
mutaciones en el gen de la GCK presentan una disminucién de peso de hasta 500g cuando las
madres son normales. Por lo tanto las mutaciones fetales en GCK y el ambiente intrauterino, pueden
alterar el peso al nacimiento (Hattersley y cols., 1998; ver la insulina como un factor de

crecimiento).

En los pacientes con diabetes tipo MODY?2 la hiperglucemia puede presentarse desde etapas
tempranas, es no progresiva y puede ser tratada solo con dieta (Froguel y cols., 1993). Solo un
pequefio porcentaje (2%) requiere insulina para abatir la hiperglucemia (Velho y cols., 1996), y la
presencia de complicaciones asociadas con este tipo de diabetes son poco frecuentes (Velho y cols.,
1997). Se considera que menos del 50% de los portadores de mutaciones en el gen de la GCK

desarrollan diabetes franca (Velho y cols., 1997).

La funcién de célula B pancreética y la produccién neta de glucogeno estan disminuidas, pero la
gluconeogénesis hepatica esta aumentada en pacientes con diabetes tipo MODY2 (Byme y cols.,
1994; Heimberg y cols., 1996; Velho y cols., 1996). La curva dosis-respuesta que relacionalla
cantidad de glucosa administrada via intravenosa y la secrecion de insulina en estos pacientes esta
desplazada hacia la derecha, lo cual revela que el umbral para la estimulacién de secrecion de

insulina esta aumentado (Bell y cols., 1996).

LA ENZIMA GLUCOCINASA

La enzima glucolitica glucocinasa (ATP:D-hexosa 6-fosfotransferasa, EC 2.7.1.1.) cataliza la
reaccién de fosforilacién en el carbono seis de la glucosa; reaccién que es el primer paso de la
glucolisis. La hexocinasa IV o glucocinasa (GCK) se expresa en el higado, y algunas células
neuroendocrinas del cerebro, intestino y pancreas de los mamiferos (Jetton, 1994). La GCK muestra

una cinética sigmoidal (es una enzima alostérica), y su actividad no se afecta por las
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concentraciones fisioldgicas de la glucosa-6-fosfato (G6P) [Nishi y cols., 1988]. A diferencia de
esta, las hexocinasas 1 y 111 tienen afinidades relativamente altas para diferentes hexosas pero son

inhibidas por concentraciones fisiologicas de la G6P.

La GCK presenta una elevada constante de Michaelis-Menten aparente (5.3-7.7 mM), por lo tanto la
tasa metabdlica de glucosa en el higado y en el pancreas esta en funcidn de la actividad de esta
enzima. En el higado la GCK ejerce una fuerte influencia sobre la utilizacion de la glucosa y la
sintesis de glucoégeno (Middleton, 1990; Matschinsky, 1990). Como se puede apreciar en la tabla 2,
otras hexosas tambien pueden ser los aceptores del grupo fosfato y el donador de este grupo pueden

serel ITP y el ATP.

2.7.1.1

Nombre IHexocinasa 1V,

Nombres Glucocinasa.

Alternativos Hexocinasa tipo IV.

Reaction ATP + D-hexosa = ADP + D-hexosa 6-fosfato.

* D-glucosa. D-manosa. D-fruclosa. sorbitol y D
glucosamina pueden ser receptores
* ITP y dATP son los donadores.

Tabla 2. Caracteristicas de la glucocinasa hitp:/wwiwv.expasy.of

I) Estructura del gen de la Glucocinasa

El gen se localiza en el cromosoma 7, brazo p, entre las bandas 15 y 14 (7p15-p14) (Mishra, 1992).
Existe una copia Unica del gen; 2 promotores tejido especifico y el splicing alternativo dan como
resultado 3 isoformas. El gen consta de 12 exones. El primer exon de cada una de las isoformas
codifica para el codon de inicio de la traduccién y 14 aminoacidos (aa) adicionales que se unen por
splicing alternativo a 9 exones comunes (Stoffel y cols., 1992). Los exones la y 2-10 codifican el
RNAm de la isoforma pancredtica; mientras que en higado se han identificado dos transcritos; el
primero y mas abundante codificado por los exones 1b y 2-10, el segundo por los exones Ib, Ic, 2-

10 (fig. 1) (Magnuson, 1990).
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Los transcritos de la isoforma pancreatica y las isoformas hepaticas 1b y Ic se traducen en
proteinas de 465, 466 y 464 aa respectivamente, las cuales difieren en los 15 aa ubicados en el
extremo amino terminal. El promotor rio arriba es activo en la célula B pancreatica, mientras que el
promotor rio abajo es activo en los hepatocitos. Los dos promotores estan separados por al menos
26 kb. El primer exén de la isoforma pancreética antecede al promotor activo en el hepatocito

(Stoffel y cols., 1992).

ESTRUCTURA DEL GEN DE LA GLUCOCINASA
ib 1¢

1a 26 kb
>
|-> |->

3 456 7 8910
1

Figura 1. Estructura del gen de la Glucocinasa. Modificada de Diabetes 1996; 45 (2): 223-241

IT) Regulacién de la expresion del gen de Glucocinasa

La regulacién de la transcripcion del gen de la GCK ocurre a diferentes niveles y es tejido
especifico. En el hepatocito la expresién del gen es afectada por varias hormonas que son a su vez
reguladas por los niveles de glucosa y otros nutrientes (lynedjian y cols., 1988; Magnuson y cols.,
1989). En contraste, la expresion del gen en la célula B pancreética no se afecta significativamente

por cambios agudos en el estado nutricional (Magnuson y cols., 1989).

En el higado la biotina, la triyodotironina y la insulina estimulan la expresion de GCK, mientras que
el glucagon via la activacion del AMPc inhibe la transcripeion del gen, ademas de que disminuye la
vida media de su RNAm (Iynedjian y cols., 1989). La insulina induce los factores transcripcion

Stat 5b y ADDI1/SREBP-Ic; Stat5b se une a su elemento de respuesta en el sitio -1368/-1360 del
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promotor de la isoforma hepatica. Existe un posible elemento de respuesta para SREBP en el
promotor de la isoforma hepatica que se encontraria en -91/-81 y en 2 motivos caja E (E box motifs)

en -810/-800 y -597/-587 (Sawka y cols., 2000).

Las células neuroendocrinas que expresan la GCK utilizan el promotor rio arriba, pero los factores
de transcripcidn que participan en la expresién del gen son diferentes a los de la célula f pancreatica
(Moates y cols., 1996). El andlisis minucioso de la fusion al gen de los elementos responsables de la
transcripcion en células de insulinoma demuestra que miltiples porciones en la region proximal de
-280 a +14 del promotor de la célula B pancreatica son necesarias. Dentro de este fragmento existen
tres copias de un elemento de respuesta con la secuencia (CAT(T/C)nA(C/G)n) [Shelton y cols.,
1992].En esta region se observa la secuencia UPE-3 que es una secuencia rica en AT y a la cual se
une el factor de transcripcion IPF-1 (MODY4). La expresion de este factor de transcripcion es a su
vez regulada por otros tres factores de transcripcion HNF1a, Beta2/NeuroD1 y HNF-3p (fig.2). Esta
red de factores de transcripcion regulan positivamente Ja expresion de otros genes que participan en
la homeostasis de la glucosa: el gen de la insulina y el gen del GLUT-2 (fig.2) [Hui y Perfetti,
2002].

Genes blanco

HNF-3p

BETA2/NEUROD | —————————> Insulina
(MODYE)
l Insulina
PE GLUT2

(MODY4) T > GCK (MODY2)
- Arniloidina

GLUT2
ALDO-B
L-PK

SGLT2 {Rinon}
PAH (Rinon, higado}
L-PK (Higado)

PEPCK (Rif6n, higado)
GLUT2 {Riion, higado)
insulina (Pancreas})
HNF-4o (MODY 1}
VPF-1 (MODY4) (Pancreas}
NEUROG3 {Pancreas)
Transferrine (Higado)
Farrocatalass (Higado)
FABP
Apolipoproteinas
Otros

Figura 2. Factores de trascripcion asociados con el fenotipo MODY y sus genes blanco.

La prolactina favorece la translocacion de StatSb para que se una al elemento de respuesta GAS

cuya secuencia es TTCNNNGAA. Esta secuencia se observa en el promotor de la GCK y en el
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promotor de la insulina (Weinhaus, 2001). También se ha localizado en la célula B la secuencia
palindréomica hPal-1 en la posicion -181/-176. A estas secuencias se unen factores de transcripcion
de la superfamilia de los receptores nucleares. Un factor de transcripcion candidato para este
elemento es el IPF-1 (Moates, 1996). La presencia de los mismos elementos tanto en los promotores
de insulina y GCK, que se unen a factores nucleares especificos de célula B sugieren que por lo
menos en ciertos aspectos la expresion de genes en la célula B pancredtica esta regulada

coordinadamente (Liang y cols., 1992; Iynedjian y cols., 1989; Shelton y cols., 1992).

La transcripcion de la isoforma hepatica en la rata es activada por el heterodimero PPARy / RXRa
(receptor a del retinoide X), que posee un elemento de respuesta en la posicion -116/-104 de su
promotor (Kim y cols., 2004). El acido retinoico es el ligando para el RXRa; este derivado de la
vitamina A incrementa la expresion del gen de la GCK en las células (3 pancreaticas de rata adulta y
fetal (Cabrera, 1999). También en la rata el promotor de la isoforma pancreatica posee un elemento
de respuesta para este factor de transcripcion en la posicion +47/+80. En el humano una secuencia
homologa en la posicion +80/+101 podria ser el elemento de respuesta para este factor (Kim y cols.,

2002).

En 1a rata se ha observado que la transcripcion del gen de la insulina asi como el de la GCK son
activadas en presencia de glucosa a través de la cinasa IV dependiente de calcio/calmodulina
(CaMKIV) [Yoshitaka., 2002]. En estos mismos animales se ha observado que a diferencia de la
isoforma hepatica el AMPc eleva los niveles del RNAm de la isoforma pancreatica aunque los

mecanismos a través de los cuales ejerce su accidn atn no son conocidos (Fernandez y cols., 2001).

III) La enzima Glucocinasa como un sensor de los niveles de glucosa en célula f pancreatica y

su participacion en la secrecion de la insulina
El rango estrecho de concentraciones de glucosa en el plasma (4-8 mM) es regulado principalmente

por la capacidad secretoria de las células B y o del pancreas (Matschinsky y Bedoya, 1989). La

GCK actiia como un sensor de glucosa en las células B pancreaticas. Tanto en la célula B como en
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hepatocito, la tasa metabdlica de glucosa esta determinada por la cantidad de glucosa que es

fosforilada en el citoplasma por la GCK (Matschinsky y cols., 1993).

Las células B pancreaticas contienen el transportador GLUT2, una proteina de membrana celular
que transporta hexosas, posee una elevada Ky (15-20 mM) y una gran capacidad para transportar
glucosa al interior de la célula. Su expresion en la membrana no depende de insulina, por lo tanto es
una proteina constitutiva (Johnson y cols., 1990). Estas caracteristicas en el transporte de glucosa
favorecen que rapidamente se logre el equilibrio entre la glucosa intracelular en la célula B y su
concentracion extracelular. Por lo tanto podemos decir que la concentracién extracelular de glucosa

es monitoreada por la GCK pancreética (Matschinsky y cols., 1993).

La sefializacion para la secrecién de insulina en las células B pancredticas incluye la degradacion de
glucosa en el citosol, mejor conocida como glucdlisis. En las células que no expresan la enzima
glucocinasa, el paso limitante de la glucélisis es la reaccion catalizada por la fosfofructocinasa-1;
pero en las células B pancreaticas asi como en otras células que expresan la GCK el paso limitante
es catalizado por esta hexocinasa. El piruvato producto de esta via va a pasar a la mitocondria para
generar intermediarios reducidos. El papel metabélico de la mitocondria en este proceso incluye el

ciclo del 4cido citrico, cadena de electrones y la fosforilacion oxidativa (Matschinsky y cols., 1998).

El ATP generado en la mitocondria gracias a la FoF; ATP sintasa se transporta al citosol de la célula
B. El ATP es un regulador alostérico negativo de la subunidad Kir6.2 de un canal de potasio que se
expresa solo en algunas células neuroendocrinas (canal de potasio sensible a ATP). La unién del
ATP a esta subunidad provoca que el canal de potasio se cierre; la disminucion del flujo pasivo de
estos iones hacia el exterior provoca la despolarizacion de la membrana plasmatica; lo que conduce
a un cambio en el potencial de accidn en las células B pancréticas y la apertura de los canales de
Ca™" dependientes de voltaje (Nichols y cols., 1996; Ashcroft y cols., 1994). Las sulfonilureas
(hipoglucemiantes orales utilizados para el tratamiento de la diabetes) provocan el mismo efecto

que el ATP en este canal de potasio, solo que estas se unen a la subunidad SUR1.

El Ca®* citosolico es el segundo mensajero que inicia las sefiales para la secrecion de la insulina;

esta hormona se encuentra en vesiculas secretorias listas para ser exocitadas (fig. 3) {Ashceroft y
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cols., 1994]. La ausencia o niveles bajos de la expresion de otras hexocinasas en la célula B
pancreatica permite que a concentraciones menores a 2.5 mM los niveles de ATP/ADP sean bajos y
por lo tanto se mantenga una secrecion de insulina basal baja (Schuit y cols., 1997; Detimary y
cols., 1988). El disefio bioquimico de estas células sugiere que los genes que participan en esta via

son genes candidato para la busqueda de variantes alélicas y mutaciones relacionadas con el
desarrollo de la DMT2 y DG.

Glucosa
f 1 Glucocinasa :
! Glucosa-6-fosfato
| /
“ Secrecién
/ Fosforilacién  de insulina
Canal de potasio 3 s ;Zoxidativa @ 6
sensible a ATP a7
SURS  ATP Ho—> 8
~¢ KR~ —K* ADP! & P ‘.
-T0my a2t [
T A s =
Despolarizaclién IO s S iV S ————
\
4 >@ |  Canal de calcio
Ca?* dependients de
voltaje

Figura 3. Papel de glucocinasa en la seerecion de insuling. Modificada de hitp:/swww.nebi.nlim.nib.gav/books/by fegirid=diabetes section 621

1V) Aspectos moleculares y la regulacién de la actividad de Glucocinasa

La estructura de la hexocinasa B de la levadura revela que existen aminoacidos que son cruciales
para su funcion, pues algunos de ellos interactian con los hidroxilos de la glucosa: Asn204 (OH 3 y
4), Asp205 (OH 4), Gly229 (OH 6), Glu290 (OH 1), Glu256 (OH2 y 3), y Asn231 (OH4). Estos
seis aminoacidos son también el sitio de union de la glucosa en la enzima humana (Pilkisy col.,
1994). El Sitio de unién al ATP de la GCK humana lo conforman los residuos Asp78, Thr82,
Gly227, Thr228, y Ser336 (Marotta y cols., 2005).
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La enzima glucocinasa utiliza Mg** como cofactor por lo cual muchos autores consideran que los 2
sustratos de la GCK son glucosa y el Mg?*/ATP (fig. 4). Se sabe que los acil-coA de cadena larga se
unen a un sitio alostérico, el cual parece ser que también es sitio de union para la proteina
regulatoria dependiente de fructosa-6-fosfato. Ambos incrementan la Ky de la GCK para la glucosa
en presencia de fructosa-6-fosfato con un pequeiio cambio en la Vyumax- Mientras que la fructosa-1-
fosfato inhibe su accion regulatoria (Warner y cols., 1995). El efecto de la proteina regulatoria y
palmitil-CoA son competitivos, ambos impiden que la GCK sufra el cambio conformacional

necesario para que lleve a cabo su actividad catalitica (Van Schaftingen, 1993).

Recientemente se ha reportado que una pequefia molécula organica sintética se une en un sitio
alostérico de la GCK y es capaz de activarla, el efecto se ha observado en la isoforma pancreatica
como hepatica. Esta molécula exdgena es capaz de estimular la secrecion de insulina y el

metabolismo hepatico de glucosa (Leighton y cols., 2005).

Figura 4. Modclo de la estructura tridimensional de Glucocinasa Diabetes 20021 51:1240-1246.
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COMPLICACIONES MATERNAS Y EN EL PRODUCTO DE LA GESTACION ASOCIADAS
CON LA DIABETES GESTACIONAL

Las mujeres con DG tienen riesgo de padecer preclamsia, sobre todo aquellas que presentan una
mayor resistencia a la insulina (Paradisi y cols., 2002; Caruso y cols., 1999). La preclamsia se
define como la elevacion de la presion arterial durante el embarazo y suele acompafiarse de
albuminuria y edema de manos, pies y cara. Los casos no tratados pueden progresar a eclampsia. La
preclamsia es una complicacién que incrementa la frecuencia de admisién de neonatos a la unidad

de cuidados intensivos y la frecuencia de complicaciones maternas y fetales (Sibai y cols., 2000).

La disfuncién endotelial vascular ocasionada por los elevados niveles de glucosa y triacilgliceroles
en la madre tienen un papel importante en la patogénesis de la preclamsia (Paradisi y cols., 2002).
El endotelio vascular de estas pacientes se dilata menos ocasionando elevaciéon en la presion
arterial; las alteraciones endoteliales se pueden observar incluso a nivel microvascular (Hannemann
y cols., 2002). El aumento en los niveles plasmaticos de las lipoproteinas de baja densidad (LDL;
transportan una gran cantidad de triacilgliceroles) afecta también la funcién endotelial. La
disminucién de las LDL en las pacientes que han padecido DG mejora considerablemente la

funcién del endotelio vascular (Bergholm y cols., 2003).

La disfuncién endotelial provoca una baja en el flujo sanguineo uteroplacentario y la tensién de
oxigeno en circulacion fetal (hipoxia fetal), esto causa un incremento en la producciéon de
eritropoyetina y un aumento del hematocrito por arriba del 65% en el feto (policitemia fetal). La
policitemia se observa en el 5 % de los hijos de madres con DG. La hiperviscosidad sanguinea
provocada por la policitemia, favorece la formacién de microtrombos en miltiples 6rganos:
pulmones, rifiones y glandulas adrenales. Por otro lado, la hiperbilirrubinemia es una consecuencia
del elevado metabolismo de la hemoglobina en estos productos, pero también puede estar
relacionada con la formacion de hematomas y la destruccion de globulos rojos por trauma

secundario en productos macrosémicos (Jones., 2001).
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La hipocalcemia y la hipomagnesemia son alteraciones transitorias poco frecuentes en los neonatos
de un embarazo complicado por DG. Estas alteraciones estdn relacionadas con un deterioro en la

funcién renal fetal causado por la glucosuria (Jones., 2001).

La hiperglucemia materna es un estimulo constante que provoca que los islotes fetales sufran
hipertrofia e hiperplasia (Holemans y cols., 2003). La hiperinsulinemia fetal producto de estas
alteraciones en el pancreas y el estimulo constante de la hiperglucemia ocasionan un crecimiento
exagerado del producto. Cuando el peso del recién nacido esta por arriba de la percentila 90 (peso
mayor a 4000 g) se dice que existe macrosomia (Holemans y cols., 2003). La macrosomia de estos
recién nacidos es asimétrica, pues la circunferencia tordcica y abdominal estan aumentadas con

respecto a la circunferencia de la cabeza (Van Assche y cols., 2001).

En estos recién nacidos, el higado y el tejido adiposo que son drganos blanco de la insulina
aumentan su masa preferentemente durante el desarrollo fetal. En la vida adulta el aumento en la
produccion de glucosa hepatica, y la concentracion plasmatica elevada de los 4cidos grasos seran
un estimulo persistente para que las células B fetales aumenten la secrecion de insulina.
Posteriormente estas células B fetales presentan una reduccién en la secrecion de esta hormona,
debido a un deterioro en su funcidn fisioldgica (Hales y Barrer, 1992; Tamemoto y cols., 1994;

Robinson y cols., 1992).

La expresion incrementada del transportador de glucosa GLUT1 en la membrana basal de la
placenta, observada en algunas madres con DG, puede contribuir a la hiperglucemia fetal (Xing,
1998; Gaither y cols., 1999; Illsley, 2000). El crecimiento fetal acelerado, y por lo tanto un aumento
del liquido amnidtico (polihidramnios) pueden ocasionar problemas en el trabajo de parto, un
incremento en la frecuencia de la operacion cesarea y complicaciones severas asociadas con partos

prematuros (Nobile de Santis y cols., 2004).

Por el contrario la disminucién en el flujo sanguineo uteroplacentario se asocia con un flujo menor
de nutrientes, retraso en el desarrollo de las células 3 fetales y una secrecion baja de insulina fetal,
que en conjunto ocasionan un crecimiento intrauterino retardo y un bajo peso al nacimiento (peso

menor a 2500g) [Vicens y cols., 2002]. Estas alteraciones son comunes sobre todo en hijos de
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mujeres con vasculopatia y nefropatia. El deficiente niumero de las células B favorece que en la vida
adulta se presenten alteraciones en el metabolismo de la glucosa (Hernandez y Zarate, 2001). Los
productos con retraso en el crecimiento intrauterino han sido sefialados como una poblacién en

riesgo de desarrollar sindrome metaboélico en la edad adulta (Vicens y cols., 2002).

En ratas se ha visto que el retraso en el crecimiento intrauterino ocasiona intolerancia a la glucosa y
se relaciona con una disminucion del 50% de las células B pancreaticas (Simmons y cols., 2001).
Cuando el producto de la rata es macrosémico puede desarrollar diabetes a la semana 26, debido a
defectos en la secrecion de insulina. (Boloker y cols., 2002; Gauguier y cols., 1990). En humanos la
prevalencia de diabetes tipo 2 en los productos que presentan bajo peso al nacimiento es del 13-25%
y cuando son macrosémicos es del 8-18%. En la vida adulta estos productos pueden presentar

también alteraciones como hipertension arterial y obesidad (Silverman y cols., 1995).

Es posible que las alteraciones metabdlicas anteriormente mencionadas induzcan cambios
permanentes en la homeostasis de la glucosa después del nacimiento, caracterizados por
alteraciones permanentes en la funcion endocrina del pancreas, que se hacen presentes en la vida

adulta; favoreciendo el desarrollo de Diabetes tipo 2 (Pettitt y cols., 1988).

La hipoglucemia fetal se puede presentar debido a los efectos del tratamiento hipoglucemiante de la
madre en la Gltima mitad del embarazo. La hipoglucemia neonatal transitoria es producto del bajo

umbral de estimulo para la secrecidn de insulina por la célula B fetal y la hipertrofia pancreatica.

Las concentraciones maternas anormales de glucosa, lipidos y aminoacidos perjudican el desarrollo
del feto; esto es debido a que estas moléculas o sus productos metabdlicos son toxicos, y pueden
afectar la expresion génica de algunas células pluripotenciales e incrementar la presencia de
teratogénesis (Kuhl y cols., 1982; Farrel y cols., 2002). Sélo los fetos de mujeres con DG e
hiperglucemia en el ayuno o hiperglucemia severa tienen riesgo de desarrollar malformaciones
congénitas, alteraciones en sistema nervioso central y en el desarrollo psicomotor (Sheffield y cols.,

2002; Schaefer y cols., 1997; Kowalczyk y cols., 2002).
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En Meéxico la prevalencia de malformaciones por DG es del 9.8% (n= 112). Dentro de las
malformaciones mas frecuentes se encuentran: hidrocefalia, cardiopatia, dismorfias faciales,

hipoplasia pectoral unilateral, pezén supernumerario entre otras (Lazalde y cols., 2001).

Mujeres que han padecido DG desarrollan DMT2 (Buchanan y cols., 1999), el factor principal para
el desarrollo de DMT?2 es la falla compensatoria de la célula  para secretar la insulina durante la
insulinoresistencia; por lo tanto la DMT2 y la DG son ambas manifestaciones del mismo proceso
fisiopatoldgico (Buchanan y Catalano, 1995). Los mismos factores (ver factores de riesgo para el
desarrollo de DG) que predicen el desarrollo de DG se relacionan con el desarrollo de DMT?2

(Pendegrass y cols., 1995; Benjamin y cols., 1993).

La prevalencia de DMT2 en distintas poblaciones es proporcional a la prevalencia de DG (MacNeill
y cols., 2001). El 31% de las mujeres con DG pueden desarrollar alteraciones en el metabolismo de
la glucosa después de un afio; favoreciendo la recurrencia del padecimiento (Aberg y cols., 2002).
Después de 3-11 afios el 5-30% de mujeres que han padecido DG desarrollan DMT2; este
porcentaje ademas del tiempo de seguimiento depende mucho del grupo étnico, la presencia de
obesidad en las pacientes y la severidad de la hiperglucemia (Cheung y Byth, 2003; Paradisi y cols.,
2002; Dalfra y cols., 2001). El estudio con un mayor seguimiento (22-28 afios) es el O'Sullivan, la
prevalencia DMT?2 es del 36.4% en las mujeres con DG de su cohorte original (O'Sullivan, 1991). '

DIAGNOSTICO DE LA DIABETES GESTACIONAL

El diagnostico de DG se basa en los resultados de una curva de tolerancia oral a la glucosa. En
1964, O’Sullivan y Mahan propusieron los valores limite en embarazadas para la concentracion de
glucosa en sangre después de la administracién oral de 100 g de este hidrato de carbono. Basandose
en un estudio en 752 mujeres gestantes en el segundo o tercer trimestre del embarazo, estimaron los
valores de glucosa en plasma para cuatro tiempos: en ayuno, a la hora, a las dos horas, y a las tres

horas (O'Sullivan y Mahan, 1964).
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Algunos valores limite coincidian con el valor a las dos desviaciones estandar arriba de la media de
este grupo, pero en otros casos el limite establecido excedia dicho valor. Estos valores habian sido
ajustados de acuerdo a la presencia de morbilidad perinatal o presencia de DMT2 en 1013 mujeres
que se habian evaluado 5 a 10 afios antes. Si uno o mas valores igualaban o excedian los valores

limite se confirmaba el diagndstico de DG (O'Sullivan y Mahan, 1964).

En 1979 estos criterios se modificaron puesto que la valoracién de glucosa ya no se realizé en
sangre entera sino en plasma 6 en suero. El grupo nacional de datos sobre diabetes (The National
Diabetes Data Group) una organizacién de los Estados Unidos de Norteamérica tomé en cuenta que
los valores de glucosa en plasma 6 suero son 14% mayores en relacién con las cifras en sangre
entera, ajustando de acuerdo a esto las cifras propuestas por O’Sullivan. (National Diabetes Data
Group, 1979).

En 1982, se propuso un conjunto nuevo de umbrales diagndsticos; debido a que para la
determinacion glucosa se empezaba a utilizar el método enzimatico de glucosa oxidasa. El antiguo
método de Somogyi-Nelson era menos especifico ya que cuantificaba glucosa y otros azucares
reductores, dando cifras de glucosa por arriba de lo real. Carpenter y Coustan restaron primero 5
mg/dL a cada una de las cifras originales no redondeadas de O’Sullivan y después agregaron un
14% para compensar el cambio de glucosa en sangre entera a glucosa en plasma. Estas cifras se
redondearon a los valores milltiplos de Smg/dL y se muestran en la tabla 3 (Carpenter y Coustan,

1982).

TIEMPO CONCENTRACIONES DE
GLUCOSA EN PLASMA
(Glucosa oxidasa, mg/dL}
en ayuno 95
t hora 180
2 horas 155
3 horas 140

Tabla 3. Diagnéstico de DG después de una carga de 100 g de Glucosa
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Con base en estudios clinicos se determino que los criterios de Carpenter y Coustan estdn dentro de
un intervalo de confianza del 95% para diagnosticar DG; por lo cual “la cuarta conferencia
internacional sobre diabetes gestacional” acepto la modificacién de Carpenter y Coustan a los

criterios de O’Sullivan (Coustan y cols., 1989; Sacksy cols., 1995).

La curva de tolerancia oral a la glucosa para establecer el diagndstico de DG se realiza entre la
semana 24-28 de la gestacion; donde al menos 3 dias antes del estudio se prescribe una dieta de

150g de hidratos de carbono y una actividad fisica regular (Metzger y Coustan, 1998).

Algunos Centros Europeos avalan también el uso de una carga de 75g de glucosa y mediciones al
minuto 0, 60 y 120; como lo recomienda la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (Whorld
Health Organization, 1985). De acuerdo a estudios clinicos se ha observado que los criterios
anteriores al igual que los de Carpenter y Coustan también son adecuados para hacer el diagnostico
de DG. Los valores limites después de esta carga se presentan en la tabla 4 y también el diagnoéstico
de DG se confirma con el incremento de dos determinaciones (Li y cols., 1987; Cheng y Salmon,

1993; Schmidt y cols., 2001).

TIEMPO GLUCOSA  EN  PLASMA
(Glucosa oxidasa, mg/dL)

€n ayuno 95
| hora 180
2 horas 155

Tabla 4. Diagnéstico de DG después de una carga de 75 g de Glucosa

La cuarta conferencia internacional sobre diabetes gestacional recomienda que la prueba
diagnéstico se realice sobretodo en mujeres con riesgo elevado de padecer DG (ver factores de

riesgo para el desarrollo de DG) [Metzger y Coustan, 1998].

Las mujeres con DG en embarazos previos y metabolismo anormal de glucosa en embarazos
subsecuentes deben ser consideradas diabéticas y no diabéticas gestacionales recurrentes; a menos

que se demuestre que los valores de glucosa en plasma son normales después del parto. Una
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concentraciéon de glucosa en plasma a cualquier hora del dia >200mg/dL. 6 en ayuno >126mg
sugieren que la paciente es diabética y no diabética gestacional (Metzger y Coustan, 1998;

Buchanan y Xian, 2005).

TRATAMIENTO PARA LA DIABETES GESTACIONAL
I) Dieta

La prescripcion de una dieta adecuada proveera las necesidades energéticas y nutricionales para
sustentar el embarazo, evitando la presencia de hiperglucemia postprandial. A pesar de que no se
conoce con precisién el umbral de glucosa materna al cual se presentan dafios al feto, las estrategias
nutricionales estan enfocadas a mantener las concentraciones de glucosa en plasma en el rango
adecuado para el embarazo. La ADA propone, que la ingesta diaria de calorias para una mujer con
peso normal en la segunda mitad del embarazo debe ser de 30-32 kilocalorias por kilogramo de
peso; en mujeres con sobrepeso la ingesta calérica debe disminuir hasta 24 kilocalorias por
kilogramo de peso y en mujeres con obesidad moérbida hasta 12 kilocalorias/ por kilogramo (Carr y

Gabbe, 1998).

El porcentaje que representen los hidratos de carbono en cada una de las 3 comidas debe ser el
siguiente: para el desayuno <45%, para la comida de medio dia <55% y <50% en la cena. Este
porcentaje se debe disminuir gradualmente hasta un 33, 45, y 40% respectivamente. Un estudio,
demostré6 que mujeres que consumian sélo 40% de hidratos de carbono del total de la ingesta
calorica tuvieron hijos con un peso menor y pocos casos de cesarea respecto a mujeres con una
ingesta alta en hidratos de carbono. A pesar que ha sido reportado que del 75-80% de las mujeres
que utilizan tinicamente dieta en su tratamiento pueden alcanzar valores de euglucemia; existe
controversia con respecto a la efectividad del tratamiento que incluya solo la dieta (Carr y Gabbe,

1998).

Una dieta demasiado restrictiva puede resultar contraproducente. En animales, se ha observado que

una disminucién exagerada en la ingesta caldrica durante el embarazo resulta en una disminucion
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del total de células B pancredticas en la progenie, favoreciendo el desarrollo de diabetes en los
productos (Jovanovic y Pettitt, 2001). En poblaciones con una elevada prevalencia de malnutriciéon
y retardo en el crecimiento intrauterino existe una alta incidencia de diabetes. La inanicién durante
el embarazo resulta desfavorable, ya que se asocia con cetonemia, y esta puede afectar el desarrollo
del feto. Mujeres con DG que estuvieron bajo una dieta de 1200 kcal por dia desarrollaron

cetoacidosis después de una semana (Jovanovic y Pettitt; 2001).

En pacientes con DG el consumo de grasas insaturadas mejora las presiones sanguineas; los 4cidos
grasos omega 3 disminuyen ademas la reserva citosolica de lipidos (Lauszus y cols., 2001). La
ADA recomienda que en conjunto con el tratamiento se practique ejercicio regularmente. La
actividad fisica moderada no s6lo disminuye los niveles de glucosa en sangre, sino que ademas es la
clave para mantener un peso adecuado y mejorar la sensibilidad a la insulina (Kjos y Buchanan,

1999).

II) Insulina

Las mujeres que durante el embarazo no mejoran su estado de hiperglucemia con dieta y ejercicio
son tratadas con insulina. La ACOG (The American College of Obstetricians and Gynecologiét)
estableci6 los criterios para el inicio de tratamiento con insulina. Estos incluyen un nivel de glucosa
en plasma en ayuno > 105 mg/dL y una glucosa postprandial a las dos horas >120 mg/dL. El tipo de
insulina a elegir y la dosis deben basarse en las anormalidades en el metabolismo de la glucosa
observadas. La prescripcion médica debe estar encaminada a disminuir los niveles bésales y
postprandiales de glucosa. Se espera que los valores de glucosa en las mujeres bajo tratamiento se
encuentren de la siguiente manera: en el ayuno de 60-90 mg/dL, a los 60 minutos después de los
alimentos entre 130-140 mg/dL y a las 2 horas menores a 120 mg/dL (ACOG, 1994; Glueck y cols.,
2002).

La hiperglucemia postprandial se debe tratar con insulina de accion rapida, la cual es de absorcion

rapida. Esta mimetiza los efectos fisiologicos de la primera fase de secrecion de insulina y da como

resultado niveles bajos de glucosa postprandial. Mujeres que padecian DG candidatas a tratamiento
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con insulina de accién rdpida, disminuyeron sus niveles de glucosa sin presentar hipoglucemia
(Jovanovic y cols., 1999). Los reportes indican que el tratamiento con insulina disminuye la

frecuencia de macrosomia; pero no asi la frecuencia de cesérea.

IIT) Hipoglucemiantes orales

Las sulfonilureas de primera generacién traspasan la barrera placentaria, ademas de que pueden
causar hiperinsulinemia e hipoglucemia fetales. Estudios in vitro, sugieren que las sulfonilureas de
segunda generacion probablemente no atraviesen dicha barrera. La seguridad de la gliburida, un
agente de segunda generacion, ha sido confirmada en varios estudios clinicos. Langer y
colaboradores realizaron estudios en los que compararon el tratamiento con gliburida contra el
tratamiento con insulina en 404 mujeres con DG que requerian tratamiento, durante las semanas 11-
33. Entre los dos tratamientos no hubo diferencias en los niveles de glucosa plasmatica en estas
mujeres y en las complicaciones observadas en infantes. Concluyendo que la gliburida es una
alternativa clinicamente efectiva al tratamiento con insulina (Langer y cols., 1987 y 2004). En un
estudio similar realizado por Dornhorst (2001) no se observaron diferencias en la incidencia de

hiperinsulinemia o hipoglucemia fetales entre los dos tratamientos.

Sin embargo otros autores han reportado que el tratamiento con gliburida puede estar relacionado
con la presencia de hipoglucemia severa (glucosa plasmatica <40 mg/ dL), al menos en un pequefio
porcentaje (8%) de las pacientes en tratamiento (Yogev y cols., 2004). La metformina, también es
otro hipoglucemiante oral que se ha prescrito en €l tratamiento de DG. El uso de este farmaco
aparentemente no representa peligro de anormalidades en la estatura y el peso del producto, ademas
de que se considera como no teratogénico. De acuerdo a estudios en cultivo de células embrionarias

la metformina no representa riesgos de malformaciones mayores o anormalidades en el crecimiento.

Las Tiazolidinedionas (TZD’s) son farmacos que incrementan la sensibilidad a insulina ya que se
unen directamente a PPARy y lo activan promoviendo el uso de glucosa en musculo e higado,
ademas de que disminuyen la reserva de lipidos en los tejidos blanco de esta hormona. Las TZD’s

disminuyen la gluconeogénesis, ademas de que estimulan la secrecién de insulina estimulada por
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glucosa. En modelos animales; se observo que se excretaban en leche materna. En mujeres
hispanicas con historia de DG (Estudio TRIPOD; troglitazona en la prevencién de diabetes) la
troglitazona preservd la funcion de la célula B pancreatica y previno la aparicidon de DMT2
(Buchanan y cols., 2002).
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JUSTIFICACION

La Diabetes Gestacional es una entidad clinica heterogénea que afecta una buena porciéon de
mujeres durante la gravidez. La mayor parte de los casos presentan un patron de herencia poligénica

y su expresion esta muy influenciada por el medio ambiente al igual que la DMT2.

Se ha hecho evidente que parte de la fisiopatologia de la enfermedad comprende una falla en la
respuesta compensatoria de las células B para superar la resistencia a la insulina fisiologica que se

desarrolla durante el embarazo.
Por lo tanto esfuerzos por conocer las bases moleculares en el desarrollo de esta enfermedad

incluyen el estudio de genes que participan en la secrecion de insulina asi como aquellos

relacionados con la respuesta a esta hormona en sus células blanco.
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HIPOTESIS

Dada la participacion del gen de la enzima GCK en el desarrollo de DG en otras poblaciones y el
papel primario de esta enzima en la secrecion de insulina; podria ser el gen de la GCK un gen de

susceptibilidad para el desarrollo de DG en poblacién mexicana.
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OBJETIVO GENERAL

Buscar variantes alélicas en el gen de la GCK y evaluar si alguno de ellas participa en la
susceptibilidad genética para el desarrollo de la DG en una muestra de pacientes mexicanas.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Mediante la técnica de PCR-SSCP y secuenciacion automatizada, analizar si existen mutaciones
y/o polimorfismos en los exones, en las regiones intrén-exon y en el promotor de célula B del gen

de la GCK que pudieran influenciar el desarrollo de DG en la muestra en estudio.

2. Comparar si existen diferencias significativas en las frecuencias alélicas y/o genotipicas de las

variantes alélicas entre la muestra de pacientes con DG y un grupo control.
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METODOLOGIA
SELECCION DE PACIENTES Y CONTROLES
1) Pacientes

Se seleccionaron setenta y cinco mujeres mexicanas con diagnéstico de DG que fueron captadas a
través del Servicio Materno-infantil del Centro Médico Nacional (CMN) 20 de Noviembre del
ISSSTE, en la ciudad de México. El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica Médica del
mismo hospital. Se obtuvo la historia clinica completa de cada paciente con especial interés en los
antecedentes heredo-familiares, con la finalidad de elaborar sus respectivos arboles genealdgicos

(familiogramas) para establecer posibles patrones de herencia en cada una de las familias.

a) Estudios clinicos

El diagnostico de DG se realizdé de acuerdo con los criterios de Carpenter y Constan; todas las
pacientes se sometieron a una curva de tolerancia oral a la glucosa (CTOG) de 3 horas con 100 g de
glucosa, entre la semana 24 y 28 de gestacion (Carpenter y Coustan, 1982). Para completar los
familiogramas de las pacientes con DG, ¢ identificar los patrones de herencia de cada familia, se les
realizé a algunos familiares de las mismas pacientes una CTOG de 2 horas con 75 g de glucoéa.
Esta prueba de laboratorio se llevo a cabo en el departamento de Diabetes del Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn (INCMNSZ); de acuerdo con los criterios de la
Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 1985). La CTOG permite clasificar a las personas como

normales, intolerantes a la glucosa o diabéticas.

En la historia clinica de las pacientes en estudio se recabaron los datos de edad, tension arterial,
factores de riesgo para el desarrollo de DG, tipo de tratamiento para el control de la hiperglucemia,
complicaciones durante la gestacion y el parto, ademas de peso y talla pregestacionales. También se
obtuvo informacién del producto como su peso, presencia de malformaciones congénitas, o muerte

perinatal.
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b) Criterios de exclusién

Mujeres con previo diagnostico DMT2 y/o aquellas con escasa informacién de datos para su

registro y localizacion.

II) Controles

Setenta y cinco mujeres con una edad mayor a 39 afios, paridad previa y sin antecedentes de DG. A
cada una de ellas se les realizé6 una determinaciéon de glucosa en plasma en ayunas, la cual se

encontr6 dentro de los parametros normales.
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ESTUDIO GENOMICO DEL GEN DE LA GLUCOCINASA
I) Toma de muestra

Se tomo una muestra de 20 mL de sangre periférica de las pacientes y controles que se
seleccionaron. El anticoagulante utilizado fue EDTA y cada muestra permanecié a -20 °C antes de

la extraccion de DNA.

IT) Obtenciéon del DNA genémico

Se realizd extraccion de DNA mediante la técnica modificada con fenol a partir de sangre total
descongelada a temperatura ambiente (Sambrook y cols., 1989). Cada muestra se homogeneizo
perfectamente y se transfirié 1 mL de sangre a un tubo de 2 mL, adicionandole 1 volumen del buffer
de lisis de glébulos rojos (5 mM de MgCl,, 10 mM Tris HCl pH 7.6, 10 mM de NaCl), se
mezclaron las muestras en el tubo para después ser centrifugadas por 10 min a 5, 000 rpm y una

temperatura de 4 °C. Después de la centrifugacion se elimino el sobrenadante.

Al botdn de células se le agregd 380 ul de amortiguador para lisis de células blancas (10 mM de
Tris HCI pH 7.6, 50 mM de Nacl, 10 mM de EDTA pH 8.0, 0.2% de SDS, 200 pg/mL de proteinasa
K), y se incubé a 55 °C por 30 minutos. Después de la incubacion se extrajo el DNA; al tubo
anterior se la afiadieron 200 pL de la mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se mezclo
en vortex, y se centrifugd a 12,000 rpm en microcentrifuga a temperatura ambiente por 1 min. La
fase superior (acuosa) se paso a un tubo limpio y se le adicioné 10 pL de NaCl 5 mM y | mL de
etanol frio (-20 °C). Se mezcld suavemente por inversion hasta que el DNA precipité. Se centrifugo
a 12,000 rpm, se tiro el sobrenadante y se lavo el botén con 1mL de etanol frio al 70%. El bot6n se
seco y se resuspendié en agua estéril. Para la solubilizacion completa del DNA, el tubo se dejé a 50

°C durante toda la noche.
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a) Integridad y cuantificacion del DNA

Se analizé6 el DNA por electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con 0.7 pL de bromuro de
etidio (0.5 pg/mL), en bufferr TBE (Tris base 0.089 M, acido borico 0.089 M, EDTA 0.002 pH 8),
el corrimiento se realizé a 100 volts por 20 minutos. Después de la electroforesis se analiz6 el gel en

un transiluminador de luz UV para ver que el DNA estuviese integro.

El DNA se cuantificé por espectrofotometria a 260 nm y también se midi6 la absorbancia a 280 nm.
Se calculo la relacion de absorbancias 260 nm/280 nm para saber si nuestras muestras de DNA no

contenian muchas proteinas que pudieran interferir en la reaccién de PCR.

IIT) Técnica de PCR-SSCP

a) Fundamento

La técnica de PCR-SSCP (single strand conformation polymorphism, por sus siglas en inglés) se
utiliza para la deteccion de variantes alélicas debido a su simplicidad y versatilidad. En este método
la regién de interés es amplificada por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) a partir de DNA.
El nucleétido citosina (dCTP) que se utiliza en la mezcla para la reaccién esta marcado con fésforo
radiactivo (a-**P-dCTP). Los productos de la PCR se diluyen en solucién desnaturalizante y se
calientan a 95 °C para después enfriarse rapidamente y lograr separar las dos cadenas de DNA de
cada uno de los alelos. Las cadenas sencillas forman puentes de hidrégeno intracatenarios después
del choque térmico en condiciones desnaturalizantes y adquieren por tanto una conformacién

especifica dependiendo de su secuencia de bases.

Los productos de la PCR de los casos en estudio y de los controles ya desnaturalizados se cargan
en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 5% y se someten a electroforesis, para que las
cadenas se separen de acuerdo a su conformacion. El gel se transfiere a una hoja de papel Whatman
y se pone en contacto con una placa radiografica. Al revelar la placa se observa un bandeo en cada
una de las muestras; cada banda corresponde a un cadena tnica de DNA. Si la regién amplificada es
polimorfica y bialélica (con dos formas alternativas en la secuencia de bases), se podran observar

hasta cuatro bandas distintas y tres patrones de bandeo en la autoradiografia: uno corresponderd al
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genotipo homocigoto con la variante comun y presentara 2 bandas, el segundo genotipo homocigoto
para la variante no comin también presentard 2 bandas y por tdltimo el genotipo heterocigoto

presentard las cuatro bandas.

El método tiene la sensibilidad de detectar diferencias en los alelos debido a variaciones en la
secuencia de un solo nucleétido (mejor conocidos como polimorfismos de un solo nucleétido o
SNP). Por lo tanto la técnica de PCR-SSCP nos permitira identificar desde mutaciones puntuales
hasta cambios en secuencias que impliquen alteraciones en varias bases (Orita y cols., 1989; Kukita

y cols., 1997).

b) Condiciones experimentales para la técnica de PCR-SSCP

La temperatura inicial de desnaturalizacién fue de 95 °C durante 10 minutos; se siguieron 35 ciclos
que incluian cada uno 3 temperaturas: temperatura de desnaturalizacién a 94 °C, temperatura de
alineamiento especifica para cada reaccidon y temperatura de elongacién a 72 °C. Las 3 temperaturas
anteriores se mantuvieron por 30 segundos; y finalmente una temperatura de elongacién de 72 °C
por 10 minutos. Las temperaturas especificas de alineamiento se muestran en la tabla 5. Los
oligonucleétidos se sintetizaron en base a las secuencias ya publicadas por Stoffel, en este trabajo se
utiliza la técnica de PCR-SSCP para realizar la biusqueda de mutaciones en el gen de la GCK en
pacientes MODY (Stoffel y cols.,1992). Estos oligonucleétidos se unen a secuencias intrénicas, .p.or

lo tanto nos permitiran también el estudio de las regiones intrén-exon.

Temperatura

secuencia oligonucledtido sentido oligonucledtido antisentido Tamafio pb °c
Exén 1a TCCACTTCAGAAGCCTACTG TCAGCTTCTGAGGCTCAAAC 195 58
Exoén 1b AGCAGGCAGGAGCATCTCTG GCTGCTCTCCCAGTGCAAAG 149 67
Exén 1c CCAGACTCTCCTCTGAACTC GAAGAAGAGGTTCCATCTGA 145 58
Exén 2 TGCAGATGCCTGGTGACAGC CACAGCTGCTTCTGGATGAG 290 67
Exon 3 TAATATCCGGCTCAGTCACC CTGAGATCCTGCATGCCTTG 295 60
Exén 4 TAGCTTGGCTTGAGGCCGTG TGAAGGCAGAGTTCCTCTGG 272 65
Ex6n 5 GCAGCCACGAGGCCTATCTC GAGAAAGGCAGGCAGTGCTG 195 62
Exon 6 CCAGCACTGCAGCTTCTGTG GAGCCTCGGCAGTCTGGAAG 176 60
Exon 7 AGTGCAGCTCTCGCTGACAG CATCTGCCGCTGCACCAGAG 285 65
Exon 8 TGCCTGCTGATGTAATGGTC TGAGACCAAGTCTGCAGTGC 263 62
Exon 9 ACTGTCGGAGCGACACTCAG CTTGGAGCTTGGGAACCGCA 367 64
Exon 10 GTCGACTGCGTGCAGGGCGC TGTGGCATCCTCCCTGCGCT 263 68
Region promotora | GACTGTGTCTCTCACATCCTAGCC CAAGGCGCTTGAGTGGTCACCATG 257 60

Tabla 5 oligonucledtidos utilizados para ¢l estudio gendmico de la Glucocinasa

48



Estudio del gen de la glucocinasa en pacientes mexicanas con diabetes gestacional
Guerra Garcia MT

El volumen total de reaccién de la mezcla para la PCR fue de 15 pl y contenia: 1.5 pl de Buffer
10X (Tris-HCI 150 mM pH 8, KCI 500 mM), 0.9 pl de MgCl, 25 mM, 1.2 pl de una mezcla
equimolar al 2.5mM de los nucleétidos adenina, timina, y gunanina (A,T,G), 1.2 pl del nucleétido
citosina al 0.2 mM, 50 ng de cada oligonucledtido, 1 U de Taq polimerasa (AmpliTaq Gold,
Applied Biosystems), 50 ng de DNA genémico, | p Ci de o-*2P-dCTP (3000 Ci/mmol, 10mCi/mL,
Amersham) y agua c.b.p. 15 pl.

De los amplificados marcados con a-**P-dCTP se tomaron 2 pl de cada muestra y se mezclaron con
48 pl de una solucién al 0.1% de SDS y 10 mM de EDTA (solucién desnaturalizante). A 10 pl de la
mezcla anterior se le agregaron 10 pl de una solucién que contiene: formamida al 95%, 20 mM de
EDTA, 0.05% de azul de bromofenol y 0.05% de cianol de xileno. Las mezclas se desnaturalizaron
a 95° C durante 5 minutos y se cargaron 2 pl en un gel de poliacrilamida al 5%, con glicerol al
10%. La electroforesis se corrié con el buffer Tris-Borato-EDTA (TBE-pH 8.3) 1X a 8 watts

durante toda la noche y a temperatura ambiente.

Después de la electroforesis el gel fue transferido a un papel Whatman 3M y se colocé en un
secador de geles durante 1 hora. El gel ya seco se puso en contacto con una placa para radiografia

Kodak a -70°C por 24 horas.

IV) Técnica de secuenciacién automatizada de DNA

a) Fundamento _

Durante la electroforesis capilar del DNA, uno a uno las nucleétidos marcados con un fluoréforo
pasan por una ventana donde un rayo laser los excita y emiten fluorescencia. La longitud de onda de
emision dependerd de la estructura quimica del fluoréforo, con el que este marcado cada nucleétido
(R6G para A, ROX para C, R110 para G y TAMRA para T). La longitud de onda de emisi6n asi
como su intensidad son detectadas por un mecanismo sensible a fluorescencia. Esta informacién es
transferida a la computadora conectada al secuenciador, un software la transforma para que se
pueda interpretar facilmente. Finalmente lo que se obtiene es un registro grafico en 4 colores (cada

uno identifica la presencia de una de la cuatro bases nitrogenadas de DNA) llamado
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electroferograma. Este registro muestra la secuencia de los nucledtidos de la region gendmica
amplificada por una PCR. Las sefiales registradas se presentan como picos de colores, cada pico

presenta un solo color y este corresponde al nucleétido que fue detectado en la ventana.

b) Condiciones experimentales

Para la secuenciacion automatizada primero se realiza una amplificacién por PCR de las muestras
de interés, las condiciones de esta son las mismas que en la técnica de PCR-SSCP, con la excepcion
de que no se utiliza marca radiactiva y por lo tanto la mezcla equimolar de nicleotidos al 2.5 mM

que se utiliza también incluye a la citosina.

Los productos de esta primera reaccion se purifican en columnas QIAGEN (QIAquick PCR
Purification Kit). Las etapas para la purificacién incluyen: unién del DNA a la matriz de la
columna, lavado del DNA con un buffer, secado del DNA y elusidén con agua purificada libre de
DNAsas. Una vez purificados los productos se utilizan como DNA templado para una segunda
reaccion de PCR. Durante la reaccién se incorporan nucleétidos fluorescentes (DNA Sequencing
Kit BigDye Terminator v 3.0, Applied Biosystems) y solo se amplifica una de las cadenas de cada
alelo para evitar interferencia de las cadenas complementarias en el momento de la electroforesis.

Por lo tanto la mezcla de reaccion para PCR solo incluye el oligonucleétido sentido o antisentido.

Las condiciones de la PCR para la incorporacion de los nucledtidos fluorescentes son las siguientes:
2 pl del reactivo BigDye, 3 ul de Buffer 5X, 50 ng del oligonucleétido, 100 ng del DNA templado
purificado y agua c.b.p. 20 pl. La temperatura inicial de desnaturalizacion fue de 95 °C durante 3
minutos; para la amplificacién se utilizaron 25 ciclos que incluian cada uno 3 temperaturas:
temperatura de desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos, temperatura de alineamiento de 52 °C
por 10 segundos y temperatura de elongacion a 60 °C por 4 minutos; y finalmente se utilizo una

temperatura de elongacion de 60 °C por 7 minutos.

Los productos de la reaccion de incorporacién se purifican en columnas de sephadex G50 hidratado
(CentriSep, Applied Biosystems), el producto ya purificado se sec a temperatura ambiente por 20
minutos en un secador a vacio. Una vez secos los productos se resuspenden en una solucioén de

formamida Hi-Di (Applied Biosystems), y se colocan en una placa de 96 pozos.
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Los productos de la PCR se desnaturalizan por 2 minutos a 95°C y se pasan a hielo. La placa con las
muestras se coloca en el secuenciador; aqui cada una de las muestras se somete a electroforesis

capilar utilizando el buffer TBE 1X y una matriz de acrilamida (POP6 de Applied Biosystems).

El ex6n 9 de glucokinasa se estudio en todas las pacientes por el método de secuenciacién
automatizada, ya que el fragmento excede las 300 pares de bases, y de acuerdo a los fundamentos
de la técnica de SSCP cuando el fragmento es mayor a las 300 pb la sensibilidad del método es
menor al 99%. También el promotor de la isoforma de célula B pancredtica se estudio por la técnica
de secuenciacién automatizada, ya que no existia evidencia de que este par de oligonucleétidos se

hubieran utilizado antes para la técnica de PCR-SSCP.

V) Anilisis estadisticos

Los métodos estadisticos fueron utilizados para el estudio de asociacion caso control. Una vez que
se genotipificaron los pacientes y controles, se registraron las frecuencias alélicas y genotipicas de
cada uno de los polimorfismos; esto con el fin de analizar en cada grupo si los genotipos se
encontraban en equilibrio de acuerdo a la ley de Hardy-Weinberg. Esta ley define que en una
poblacién en equilibrio las frecuencias genotipicas estan definidas por las frecuencias alélicas. Si en
una poblacion se observan 2 alelos, por ¢jemplo p y q, estos dan origen a tres genotipos pp, pq, ¥
qq; si la frecuencia del alelo p = a y la frecuencia del alelo q =b, entonces las frecuencias

genotipicas quedan definidas por el binomio cuadrado perfecto:
(at+ b)* = a’ +2ab + b’
Donde la frecuencia genotipica de pp = a’

la frecuencia genotipica de pq = 2ab

y la frecuencia del genotipo qq = b*
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Las frecuencias alélicas de g + p= 1; del mismo modo la suma de las frecuencias de los genotipos
PP, 99, ¥ pq también es igual a la unidad

(http://www.woodrow.org/teachers/bi/1994/equilibrium.html).

Para saber si nuestra poblacién a analizar mediante estudio de asociacion caso control estaba en
equilibrio, se obtuvieron primero las frecuencias alélicas de cada polimorfismo en cada grupo
(pacientes y controles) por separado. Las frecuencias genotipicas esperadas para cada uno de los
polimorfismos se calcularon utilizando un programa de cémputo disefiado en nuestro laboratorio.
Este programa resuelve el binomio cuadrado perfecto para obtener las frecuencias genotipicas
esperadas en una poblacién en equilibrio, y las compara con las frecuencias genotipicas observadas
utilizando la prueba de Chi-cuadrada (X?). Si en uno de los grupos (pacientes o controles) las
frecuencias genotipicas son estadisticamente diferentess con respecto a las frecuencias esperadas,
entonces no se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg. Es posible que la muestra que se
selecciono se encuentre sesgada y por lo tanto al realizar el estudio de asociacion caso-control los

resultados puedan darnos una asociacion falsa.

Con la muestra de pacientes y la muestra de controles en equilibrio de Hardy-Weinberg, se procedid
a analizar si existian diferencian significativas en las frecuencias de un alelo en particular o alguno
de los genotipos entre pacientes y controles. Para esto utilizamos la prueba de X%, también se

calcul6 el OR (Odss Ratio o razén de momios), y el intervalo de confianza.
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RESULTADOS
CARACTERIZACION CLINICA Y GENEALOGICA DE LAS PACIENTES CON DG

En la grafica 1 se observa el promedio de las curvas de la prueba de tolerancia oral a la glucosa de
las 75 pacientes con DG. Todas las pacientes fueron estudiadas entre la semana 24-28 y presentaron
al menos dos valores de glucosa en plasma por arriba de los valores limite establecidos en los
criterios de Carpenter y Constan. Los dos valores de glucosa en plasma que en general estaban mas
alterados en estas pacientes fueron el valor a la hora y las dos horas. s6lo una minoria de pacientes

presentaron valores de glucosa en plasma alterados en el ayuno y a las tres horas.
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Grifica 1. Valores pronedio de las curvas de tolerancia oral a glucosa en pacientes. |istorias clinicas,

CMN 20 de Naviembre ISSSTE.
De las 75 mujeres seleccionadas para el estudio, la mayoria de ellas (71% de los casos) estan dentro
del grupo de edad de 35 a 39 afios (tabla 6), el resto practicamente son mayores a 40 y menores a 44
afios (19%). Solo en una pequeiia proporcion (10%) tienen edades entre los 24 y 34 aiios. El 61% de
estas pacientes presentaron un indice de masa corporal pregestacional (IMCP) normal y el resto
presentan sobrepeso u obesidad (tabla 7). Sesenta y tres de las 75 pacientes (84%) fucron tratadas
con un plan de alimentacion elaborado en el CMN 20 de noviembre y no requirieron la

administracion de insulina para el control de la hiperglucemia (tabla 8).
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EDADES
Grupo etario (afios) | no. de pacientes | porcentaje
24-29 2 2
30-34 6 8
35-39 53 71
40-44 14 19
Total 75 100

Tabla 6. Grupos por edades. Historias clinicas, CMN 20 de Noviembre ISSSTE

INDICE DE MASA CORPORAL
PREGESTACIONAL
IMCP Kglm2 no. de pacientes | porcentaje
<25 46 61
25-30 17 23
>30 12 16
Total 75 100

Tabla 7. indice de masa corporal pregestacional. Historias clinicas, CMN 20 de Noviembre ISSSTE

TRATAMIENTO
Tratamiento no. de pacientes porcentaje
Dieta + insulina rapida e

insulina intermedia 1 1
Dieta + insulina rapida 8 11
Dieta + insulina intermedia 3 4
Solo dieta 63 84
total 75 100

Tabla 8. Tratamientos utilizados para ¢l control de ta DG. Historias clinicas, CMN 20 de Noviembre ISSSTE

Solo dos de las pacientes presentaron preclamsia como complicacion, la primera de 38 afios de edad
tenja también angiopatia angiot6nica, una enfermedad vascular que altera la retina. Esta mujer fue
tratada con dieta tnicamente. Ella presenté antecedentes heredo familiares de DMT2; su padre
padecid retinopatia bilateral como complicacion de la DMT2. El producto de esta paciente fue de
bajo peso al nacimiento; solo peso 1800 gramos (tabla 9) y fue atendido en la unidad de cuidados

intensivos neonatales.

La otra paciente con preclamsia también tenia antecedentes familiares de DMT2; su padre murié
por un infarto al miocardio y su abuela paterna presenté 2 complicaciones cronicas de la DM:
retinopatia y nefropatia. Esta paciente fue tratada con dieta e insulina. Los familiogramas de ambas
pacientes sugieren un patréon de herencia poligénica y sus partos fueron por la via abdominal

(cesérea).
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El estudio genealégico de las 75 pacientes reveld que el 48% de las mujeres presentan un patrén de

herencia poligénico, el 39% muestran un familiograma compatible con herencia autosémica

dominante y el resto (13%) pertenecen a familias sin antecedentes de DM (tabla 10).

COMPLICACIONES
Complicacién no. de pacientes | porcentaje
Materna; preclamsia severa 2 3
Fetal, bajo peso al nacimiento 1 1
Total 3 4

Tabla 9. Complicaciones maternas y fetales. Historias clinicas, CMN 20 de Noviembre ISSSTE

PATRON DE HERENCIA

Patr6n de herencia no. de pacientes porcentaje
Poligénica 36 48
Posible autosémico
dominante 29 39
Sin antecedentes 10 13
Total 75 100

Tabla 10. Patrones de herencia en pacientes con DG. Familiogramas, INCMNSZ

ESTUDIO GENOMICO DEL GEN DE LA GLUCOCINASA

Once de los doce exones del gen de la glucocinasa se estudiaron por medio de la técnica de PCR-

SSCP. La autorradiografia del exén 6 de la GCK (figura 5) fue la Gnica que tuvo una muestra con

un patrén de corrimiento diferente al comiin; se realizd la secuenciacion de esta muestra para ver

cual era el cambio de secuencia que se relacionaba con este patron de corrimiento. También se

secuencio una muestra con corrimiento normal. Las figuras 6 y 7 muestran como ejemplo dos

autorradiografias donde la migracién de los productos de la PCR fue idéntica en todas las muestras.
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Figura 5. Autorradiografia de los productos del exon 6 de ta GCK oblenida mediante 1a
técnica de PCR-SSCP. Observamos una muestra que presenta un  patron de corrimiento
diferente (flecha).
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Figura 6. Autorradiografia de los productos del exon I¢ oblenida mediante la téenica
de PCR-SSCP. Cada una dc las bandas sc localizaron a la misma distancia cn 1odos
los carriles de pacientes y controles (ltimas 3 bandas).

Figura 7. Autorradiografia de los productos det exon 10 obtenida mediante la téenica
de PCR-SSCP. El patrén de corrimicnto es idéntico en cada una de Jas muestras.

La secuenciacion de la muestra que tenia corrimiento diferente al comin en la autorradiografia del
exon 6, nos permitid identificar el polimorfismo TAC—TAT en el codon 215 del gen de la GCK;
este cambio de secuencia en el tercer nucleétido de este codon no esta relacionado con un cambio
de aminoacido (Tyr215Tyr). La modificaciéon en la secuencia de DNA se encontré cn forma
heterocigota en la paciente y puede observarse en el electroferograma de la figura 8. La figura 9 por

su parte, muestra el electroferograma con la secuencia normal.
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Figura 8. Electroferograma de la paciente con el piarm 9. Electroferosrama quc muestra la
polimor(ismo Y2I3Y en ef exdn 6 del gen de [a (.cnencia normal (comcim) TAC. del coddn 215

BCK; #h forma beeracigala TAC—TAT. del exon 6 del gen de la GCK.
El fragmento del exén 9 como ya se comento se amplifico por PCR para realizar secuenciacion
automatizada. El andlisis de los electroferogramas de las pacientes nos permitié la identificacion del
polimorfismo IVS9 +nt8 C>T (IVS; intronic variance sequence). Para determinar si este
polimorfismo intrénico confiere susceptibilidad para el desarrollo de DG en nuestra poblacién, se
secuenciaron también las muestras de las 75 mujeres que se utilizaron como controles. Las figuras
10. 11 y 12 muestran los electroferogramas con el polimorfismo IVS9 +nt8 C>T en forma

homocigota, en forma heterocigota y la secuencia normal respectivamente.
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Figura 10. Electroferograma que muestra ¢l Figura 11, Electroferograma que muestra cl
polimorfismo 1VS9 +m8 C=T cn el inirdn 9 del  polimorfismo IVS9 +n8 C>T en ¢l inron 9 del
gen de la GCK en  lorma homocigota. Solo s¢ gen de la GCK en forma heterocigota. Se obscrva
observa bajo la flecha una T (1/T) bajo Ia flecha dos alelos distintos C/T
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Figura 12. Electroferograma de la secuencia comun
del polimorfismo {VS9 +mu8 C>T en ef intron 9 del
gen de la GCK. Bajo la flecha se observa el alelo C
en forma homocigota (C/C).
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También en el promotor de la isoforma de la célula 8 pancreatica de la GCK se localizd un
polimorfismo de un solo nucleétido en la posicion -30 [(-30) G>A] tanto en pacientes como en
controles. La secuencia se realizo utilizando el oligonucledtido antisentido. los electrofcrogramas
por lo tanto muestran la secuencia complementaria de este promotor. Se eligid este oligonucledtido
porque la secuencia con el oligonucledtido sentido no era clara para su interpretacion. En las figuras
13. 14 y 15 se observa el polimorfismo (-30) G>A del promotor de la isoforma B pancredtica del
gen de la GCK en forma homocigota, heterocigota, y la vanante de secuencia comin

respectivamente.
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Figura [3. Elearoferograma  que nurestra ¢l Vigura 14, Electrolerograma  que  muesina ¢l

polimoriismo (-30) G>A. cn el promotor de ia
isoforma f} pancredtica del gen de la GCK en forma
homocigota. Bajo la flecha se observa solo ¢l alelo
T. este equivale al alclo A en forma homocigota, ya
que se utilizo ¢l oligonucledtido antisentido.

polimorfismo (-30) G>A. en ¢l promotor de la
isotorma f§ pancreatica del gen de la GCK en forma
heterocigota. Bajo la llecha se obscrvan dos alelos
C/T. estos equivalen a los alelos G/A. ya que se
utilizo ¢l oligonucledtido antisentido.

Figura 15, Clectroferograma que muestra la

secuencia comun del polimorfismo (-30) G>A. del
promotor de la isoforma [} pancredtica del gen de la
GCK. Bajo la flecha se abserva solo una C que
cquivale al afclo G en forma homocigota, ya que se
wtilizo el olizonucteatido antisentido.
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I) Anilisis del equilibrio de Hardy-Weinberg

Mediante un programa que utiliza la ecuacion de Hardy-Weinberg calculamos la frecuencia
esperada de cada uno de los tres genotipos para los dos polimorfismos 1VS9 +nt8 C>T y (-30) G>A
del gen de la GCK. En la columna H-W de las tablas 11.12 13 y 14, estan registrados los valores de
cada una de las frecuencias genotipicas esperadas; eslas se compararon con las frecuencias
genotipicas observadas utilizando la prueba de X>. Este analisis revelo que no existen diferencias
significativas estadisticamente entre las frecuencias genotipicas en cada uno de los grupos. El
polimorfismo en intron 9: [VS9 +nt8 C>T y el polimorfismo (-30) G>A en promotor de célula

pancreatica se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg tanto en pacientes como en controles.

PACIENTES IVS9 +ni8 C>T

frecuencias alelos observadas H-W

Alélica T 61 0,407

C 89 0,593

Total 150 1,000

pacientes
Genotipica 1T 10 0,133 0.165
CT 41 0,547 0.483
CC 24 0,320 0.352
Total 75 1,000 p=0.247

Tabla 11. Iquilibrio de Hardy-Weinberg del polimorfismo IVS9 +nt8 C>T def gen de la
GCK cn las pacientes. Fuente clectroterogramas INCMNSZ

Frecuencias alelos observadas H-W
Alélica T 51 0,340
C 99 0,660
Total 150 1,000
pacientes
Genotipica TT 11 0,146 0.166
CT 29 0,387 0.449
CC 35 0,467 0.436
Total 75 1,000 p=0.234

Tabla 12. Equilibrio de Hardy-Weinberg del polimorlismo 1VS9 +nt8 C=T del gende la
GCK en controles. Fuente clectroferogramas INCMNSZ

59



Estudio del gen de la glucocinasa en pacientes mexicanas con diabeles gestacional
Guerra Garcia MT

PACIENTES (-30) G> A
Frecuencias alelos observadas H-W
Alélica A 24 0,160
G 126 0,840
Total 150 1,000
pacientes
Genotipica AA 1 0,013 0.026
GA 22 0,293 0.269
GG 52 0,693 0.706
Totai 75 1,000 p=0.397

‘Tabla 13. Fquilibrio de Hardy-Weinberg del polimortismo (-30) G> A en el promotor de la
tsotorma [} pancreatica del gen de la GCK cn las pacientes. Fuente clectrolcrogramas INCMNSZ

Frecuencias alelos observadas H-W
Alélica A 22 0,147
G 128 0,853
Total 150 1,000

pacientes

Genotipica AA 2 0,027 0.022

GA 18 0,24 0.250

GG 55 0,73 0.728

Total 75 1,00 p=0.727

Tabta 14. Equilibric dc Hardy-Wcinberg del polimorfismo (-30) G> A cn el promotor de la
isoforma [ pancrcatica del gen de la GCK en controles. Fuente electrolcrogramas INCMNSZ

1I) Estudio de asociacién Caso-Control

En las graficas 2 y 3 se muestran las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo 1VS9 +nt8
C>T de la GCK. en pacientes y controles. Las frecuencias alélicas en ambos grupos son muy
similares. solo se observa una pequefia diferencia en la distribucion del alelo C en sus dos
genotipos; el genotipo CC es mas frecuente en los controles, mientras que el genotipo CT es mas

comun en las pacientes.
Por otro lado, las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo (-30) G>A del promotor de la

isoforma B pancreatica se observan en las graficas 4 y 5. Tanto las frecuencias alélicas como

genotipicas en pacientes y controles son muy similares.

60



Estudio del gen de la glucocinasa en pacientes mexicanas con diabetes gestacional

POLIMORFISMO 1IVS9 +8nt C>T GCK
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Grifica 2. Frecuencia alélica del polimorfismo IVS9 +nt8 C>T del gen
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Grafica 3. Frecuencia genotipica del polimorismo [VS9 +m8 C>T del

POLIMORFISMO (-30) G>A GCK
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Gréfica 4. I'recuencia alélica del polimorfismo (-30) G> A del Grafica 5. Frecuencia genotipica del polimorfismo (-30) G> A dul

promotor de by isoforma fi pancredtica del gen de la GCK.

promolor de la isolorma B pancreatica del gen de la GCK.

Se utilizé la prueba de X’, para analizar si existian diferencia significativa en las frecuencias

alélicas y/o genotipicas entre ambos grupos. En las tablas 15 y 16 se muestran el valor de p para

cada una de las comparaciones, la razon de momios (OR), y el intervalo de confianza (IC).

IVS9 +nt8 C>T

ALELO Pacientes| Controles p OR IC (95%)
T 61 51 0.23 1.33 | 0.83-2.12

C 89 99 0.23 0.75 | 0.47-1.20
GENOTIPO| Pacientes| Controles p OR IC (95%)
T 10 11 0.81 0.89 | 0.35-2.25

CcT 41 29 0.049 1.91 | 0.99-3.66

CC 24 35 0.06 0.53 | 0.27-1.04

‘l'aba 15. I'studio de asociacion caso-control del polimorfismo IVS9 +nt8 C>1" en ¢l gen de Ja GCK
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(-30) G>A

ALELO Pacientes| Controles p OR IC (95%
A 24 22 0.74 1.11 0.59-2.07

G 126 128 0.74 0.90 | 0.48-1.69
GENOTIPO| Pacientes| Controles p OR IC (95%)
AA 1 2 0.34 0.49 | 0.04-5.55
GA 22 18 0.46 1.31 0.63-2.72
GG 52 55 0.58 0.82 | 0.40-1.67

Tabla 16. Estudio de asociacién caso-control del polimorfismo (-30) G> A en el promotor de la
isoforma P pancreatica del gen de la GCK.

Como se puede apreciar tanto el alelo C como el T del polimorfismo IVS9 +nt8 C>T del gen de la

GCK no muestran diferencias significativas en sus frecuencias en los dos grupos estudiados. Sélo el

genotipo CT presenta una frecuencia significativamente mayor en los pacientes.

Por otro lado el polimorfismo (-30) G>A del promotor de célula B pancreatica presenta una

distribucién muy similar en pacientes y controles, las frecuencias genotipicas y alélicas de esta

variante no muestran diferencias significativas entre pacientes y controles.
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DISCUSION
CARACTERISTICAS CLINICAS Y GENEALOGICAS DE LAS PACIENTES EN ESTUDIO

En el presente estudio, el 90% de las pacientes presentaron una edad mayor a 35 afios al momento
del embarazo. Este hallazgo es congruente con algunos reportes de la literatura donde se documenta
que el tener una edad mayor a 35 aiios en el momento del embarazo implica un riesgo relativo del
2.8 de padecer DG (Savona y col.,, 2000). Por otra parte, el 61 % de las mujeres estudiadas
presentaron un indice de masa corporal pregestacional normal ( < 25 kg/m?), y solo un 39 %
presentan sobrepeso y obesidad. Existen datos epidemiolégicos que demuestran que las mujeres que
pertenecen a un grupo étnico con una elevada prevalencia de DMT?2 tienen un riesgo elevado de

desarrollar DG, independientemente de la presencia de obesidad (Rodrigues y cols., 1999).

En nuestro estudio el 84% de las pacientes controlaron la hiperglucemia solo con dieta, mientras
que el resto (16%) utilizaron combinaciones de insulina y dieta, pero ninguna de ellas utilizd
hipoglucemiantes orales para su tratamiento. Estos porcentajes van de acuerdo a lo reportado por
otros autores donde el control de la glucemia se logra en la mayoria de las pacientes inicamente con
un plan de alimentacién adecuado (Carr y Gabbe, 1998). En cuanto a la presencia de
complicaciones, unicamente dos mujeres presentaron preclamsia severa; esta entidad se ha seﬁalado
como la complicacion materna mas frecuente en las mujeres con DG (Paradisi y cols., 2002; Caruso

y cols., 1999).

El recién nacido de una de las mujeres con preclamsia presenté bajo peso al nacimiento. Es posible
que este bajo peso al nacimiento se relacione con una disminucién del flujo uteroplacentario que
ocurre en la preclamsia (Vicens-Calvet y cols., 2002). La otra paciente con preclamsia tiene
antecedentes de dos embarazos previos, en su primer embarazo el feto fallecié a la semana 24 de la
gestacion, mientras que el segundo embarazo dio como resultado a un recién nacido aparentemente
sano. Esta paciente requirié de la administraciéon de insulina y un plan de alimentacién para el

control de la DG.
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Ninguno de los recién nacidos de nuestras pacientes con DG presento malformaciones congénitas.
Algunos reportes describen que solo los productos de madres con hiperglucemia severa tienen
riesgo de presentar malformaciones congénitas (Sheffield y cols., 2002; Schaefer y cols., 1997,
Kowalczyk y cols., 2002). En un estudio de 112 mujeres mexicanas con DG las malformaciones en
los recién nacidos tenian una prevalencia del 9.8 % (Lazalde y cols., 2001). Por lo tanto, es posible
que el tratamiento oportuno de nuestras pacientes y un buen control de su hiperglucemia hayan

prevenido el desarrollo de malformaciones en los recién nacidos.

En cuanto al patrén de segregacion de DMT2 o diabetes gestacional entre las pacientes estudiadas,
es importante el hecho de que el 87% de las mujeres presentaron datos de agregacion familiar. En
este sentido se ha demostrado que existe un mayor riesgo de desarrollar la DG si las pacientes
tienen familiares de primer grado diabéticos (Metzger y Constan, 1998). De las mujeres con
antecedentes familiares de diabetes, el 48 % de los familiogramas parecen corresponder a arboles
genealdgicos con herencia poligénica. Por otra parte, observamos un alto porcentaje de mujeres que
presentaron un familiograma compatible con herencia autosémica dominante (39 %). Lo anterior
sugiere la participacion de un gen {nico (herencia monogénica) para la presentacion de la
enfermedad o bien que varios genes interactian de forma sinérgica o aditiva para generar la
enfermedad (herencia poligénica), pero que uno de ellos tiene una contribucién mayoritaria y por lo

tanto aparenta herencia monogénica.

Las pacientes sin antecedentes heredo-familiares de diabetes (13%) podrian ser casos de DMT1 de

aparicion tardia, ya que es frecuente la ausencia de agregacion familiar en esta variedad de diabetes.

Aunque en el presente estudio no fue posible evaluar la presencia de sedentarismo y el consumo de
grasas saturadas en las pacientes, es posible que el aumento en la frecuencia de estos dos factores en
los estilos de vida actual estén favoreciendo la presencia de DG independientemente de la
agregacion familiar (Bo y cols., 2001). Se ha documentado que estos dos factores son importantes

para el desarrollo de DG y DMT?2 (Savona y cols., 2000).
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ESTUDIO DEL GEN DE LA GCK
I) Variantes alélicas identificadas en el gen de la GCK en pacientes mexicanas con DG

Se identificaron 3 variantes alélicas en el gen de la GCK. En una de las 75 pacientes se localizé la
variante TAC—TAT de forma heterocigota en el codén 215 de glucocinasa, que no se traduce en un
cambio de aminoacido (Y215Y). Este cambio de secuencia no se identificé en controles. Laakso y
colaboradores localizaron en poblacion finlandesa esta misma variante en un paciente con DMT2
(n=36) y en 2 pacientes con intolerancia a la glucosa (n=40). Sus resultados demostraron que esta
variante alélica tiene una frecuencia muy baja en la poblacion y no lograron demostrar asociaciéon

con el fenotipo diabético (Laakso y cols., 1995).

Se identificaron también dos polimorfismos adicionales: un polimorfismo intrénico IVS9 +nt8 C>T
y otro en la regién promotora de la célula B pancreatica (-30) G>A. Ambos polimorfismos se

encuentran en el equilibrio de Hardy-Weinberg tanto en pacientes como en controles.

Las frecuencias alélicas del polimorfismo IVS9 +nt8 C>T no presentaban diferencias significativas
entre ambos grupos (pacientes vs controles); pero el genotipo CT es mas frecuente en pacientes con
una significancia estadistica limitrofe (p=0.049) y una razén de momios (OR) igual a 1.91. Este
polimorfismo se ha descrito en otras poblaciones: italianos, chinos, finlandeses, y afroamericanos
(Gragnoli y cols., 2001; Liu y col., 2003; Laakso y cols., 1995; Chiu y cols., 1993). Las frecuencias
alélicas y genotipicas que reportan en pacientes y controles en estos estudios son muy similares a
las identificadas en nuestra poblacién. En ninguna de las poblaciones anteriores se ha relacionado
este polimorfismo al desarrollo de la DG o la DMT2, de aqui que en algunos estudios se le
reconozca como polimorfismo neutral. Por lo tanto es posible que presentar el genotipo CT no sea

una condicionante para el desarrollo de la DG en nuestra poblacion.

En la regién promotora de la célula B pancreatica identificamos el polimorfismo (-30) G>A que se
ha reportado como un polimorfismo relacionado con el desarrollo de DMT2 en otras poblaciones.
Pero en nuestro estudio esta variante no mostré asociacion significativa con el desarrollo de DG. En

un estudio en Dinamarca, este polimorfismo tampoco se relacioné con el desarrollo de DMT2
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(Urhammer y cols., 1998). Sin embargo, otros autores han mostrado que el alelo A en forma
homocigota se relaciona con el desarrollo de la DG. Por su parte, Zaidi y colaboradores en un
estudio de 47 mujeres con DG no encontraron mutaciones en la regiéon codificante del gen de la
GCK, pero ellos encontraron 2 mujeres con la variante A en forma homocigota. Estas dos mujeres
presentaron una disminucion en la secrecion de insulina después de una carga oral de glucosa (Zaidi
y col., 1996). También en Japoneses, el polimorfismo en forma homocigota esta relacionado con
intolerancia a la glucosa (Yamada y cols., 1997); estudios funcionales sugieren que esta variante

puede disminuir la transcripcion del gen de la GCK (Matsutani y cols., 1993).

Al momento existen varios reportes en diferentes poblaciones que asocian al gen de la GCK con el
desarrollo de la DG (Ellard y cols., 2000; Kousta y cols., 2001; Saker y cols., 1996). Llama
particularmente la atencion el reporte en poblacion britanica donde se muestra una prevalencia de
mutaciones mayor al 70% en el gen de la glucocinasa en pacientes con DG. Sin embargo debemos
mencionar que muchos de los casos de diabetes en esta poblacion son debidos a mutaciones en
glucocinasa y se han identificado también mutaciones con efecto fundador. En otras palabras, un
gen de contribucion mayor para el desarrollo de DMT2 y/o DG en alguna poblacién no

necesariamente tiene que ser el mismo en otras poblaciones.

En nuestro estudio analizamos por completo la region codificante del gen de la glucocinasa y no se
identific6 ninguna variante alélica que pudiera tener efecto funcional en las pacientes con DG. Estos
resultados se suman a dos estudios previos en nuestro laboratorio donde no se han identificado
mutaciones en el gen de la glucocinasa en pacientes con DMT2. En 22 familias mexicanas con
diabetes tipo MODY y DMT2 de inicio temprano (edad de inicio de la enfermedad entre 20-40
afios), no se encontraron mutaciones en los 12 exones y las regiones exon-intrén del gen de la GCK
(del Bosque y cols., 1997). El mismo resultado se obtuvo cuando se analizaron los exones 4 y 7 del
gen de la GCK en 40 pacientes mexicanos con DMT2 de inicio temprano y alteracién en la

secrecion de insulina (Aguilar y cols., 2001).
También en poblacion mexico-americana los resultados han sido muy parecidos; mediante estudios

de estudios de ligamiento genético en 50 familias se determino que el gen de glucocinasa no es un

gen que contribuya al desarrollo de DMT?2 (Stern y cols., 1996). Los datos anteriores en conjunto

66



Estudio del gen de la glucocinasa en pacientes mexicanas con diabetes gestacional
Guerra Garcia MT

con este trabajo sugieren que el gen glucocinasa no participa en el desarrollo de la DMT2 en

nuestra poblacion, ni parece ser un gen de susceptibilidad para la DG.

Debido a los resultados obtenidos, es de considerable importancia el estudio de otros genes
candidato que pudieran estar relacionados con el desarrollo de DG en poblacién mexicana, sobre
todo aquellos que participan como genes principales en el desarrollo de Diabetes tipo MODY y
DMT?2.

Recientemente en nuestro laboratorio se estudiaron otros genes tipo MODY tratando de buscar
asociacién con el desarrollo de la DG: el gen de HNF-1a y el gen de IPF-1. Ambos genes codifican
para factores de transcripcion que regulan la expresién de genes que participan en la homeostasis de
la glucosa como el gen de la insulina, el gen del GLUT-2 y el gen de la GCK entre otros. Este
estudio demostr6 que no existen alteraciones en la region codificante de estos genes relacionados al

desarrollo de la DG (datos no publicados).

Otro de los genes candidatos a estudiar es el de la calpaina; a este gen lo han relacionado con el
desarrollo de la DMT?2 en poblacién mexicana y mexico-americana. El haplotipo 112/121 del gen
de la calpaina se ha asociado con riesgo de desarrollar DMT2 en mexico-americanos (Horikawa y
cols; 2000). También el SNP-44, que se encuentra en perfecto desequilibrio de ligamiento convla
mutacion T504A, se ha asociado con riesgo de DMT2 en mexico-americanos y britanicos (del

Bosque-Plata y cols., 2003; Evans y cols., 2001).

Experimentalmente, se ha demostrado que la isoforma 10 de calpaina (calpaina 10) tiene un doble
papel en la regulacion de la homeostasis de glucosa. En lineas celulares de adipocito se ha visto que
calpaina 10 participa en la translocacion del GLUT4 hacia la membrana plasmatica (Paul y cols.,
2003), y en la célula 3 pancreatica participa en la exocitosis de los granulos de la insulina (Sreenan
y cols., 2001; Zhou y cols., 2003). De tal manera que calpaina 10 no sélo participa en la secrecién

de insulina, sino que ademas favorece la respuesta de esta hormona en sus células blanco.
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Como ya hemos descrito, en la DG existe una disminucion tanto en la secreciéon de la insulina como
en la sensibilidad de la hormona; por lo que consideramos que el estudio del gen de la calpaina

puede ser de gran interés para definir el componente genético de la DG.
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CONCLUSIONES
e Se localizé el cambio de secuencia TAC—TAT, en la regién codificante del gen de la GCK,
en una paciente con DG, esta modificacion no se traduce en un cambio de aminoacido

(Tyr215Tyr).

e Los polimorfismos del gen de la GCK: IVS9 +nt8 C>T y (-30) G>A son variantes alélicas

comunes en la poblacion mexicana.

e Estos polimorfismos se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, pero no se relacionan

con el desarrollo de la DG.

e El gen de la GCK no participa como gen de susceptibilidad para el desarrollo de DG en la

poblacion mexicana.
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PERSPECTIVAS

o Estudiar la contribucién de genes de susceptibilidad para la DMT?2 en el desarrollo de la DG

en nuestra poblacién.

e Analizar inicialmente la participacion del SNP-44 del gen de la calpaina en el desarrollo de
la DG.

e Evaluar si el haplotipo 112/121 del gen de la calpaina, generado a partir de los
polimorfismos 43, 19 y 63, es un haplotipo de riesgo para el desarrollo de DG en la muestra

seleccionada.
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