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RESUMEN

OBJETIVO. Determinar la contribucién de distintos polimorfismos en los genes
KCNJ11, SLC30A8 y HHEX como posibles alelos de susceptibilidad en el
desarrollo de diabetes gestacional en pacientes mexicanas.

MATERIAL Y METODOS. El grupo de pacientes estuvo constituido por 500
mujeres mexicanas diagnosticadas con DG, de acuerdo a los criterios de
Carpenter y Coustan. El grupo control estuvo compuesto por 500 mujeres con

curva de tolerancia oral a la glucosa normal.

En la hoja de recoleccion de datos del estudio se recabaron los datos de edad,
indice de masa corporal, tipo de tratamiento para el control de la hiperglucemia,
complicaciones durante la gestacion y el parto, y la informacion del producto.

Los polimorfismos se tipificaron utilizando sondas Tagman.

Se tipificaron adicionalmente en todas las muestras un panel 10 marcadores de
ancestria utilizados previamente para ajustar por estratificacion poblacional en
estudios de asociacién caso-control realizados en poblacion mestiza mexicana
(Villarreal-Molina et al, 2007; Villarreal-Molina et al, 2008). Los genotipos se

realizaron a través del ensayo KASPar.

RESULTADOS. Para los SNPs de los tres genes analizados no se observo
desequilibrio HW en los grupos de controles totales como en el grupo de controles
sin antecedentes heredofamiliares de DT2. En el grupo de casos solo se observé
desequilibrio de HW para el SNP rs13266634 del gen SLC30A8. Para el gen
KCNJ11 la frecuencia del alelo de riesgo es mayor en el grupo de controles al
compararla con el grupo de casos. El gen SLC30A8 muestra una tendencia
similar donde la frecuencia del alelo de riesgo es mayor en el grupo de mujeres
control para DG con respecto al grupo de casos. Para el gen HHEX se observa

que la frecuencia del alelo de riesgo es menor en el grupo de controles al



compararla tanto con el grupo de casos totales como con el grupo de mujeres
control sin antecedentes heredofamiliares de DT2.

CONCLUSIONES. Los resultados obtenidos para los SNPs de los genes KCNJ11
y SLC30A8 sugieren que el incrementar el nimero de mujeres control sin
antecedentes heredofamiliares de DT2 podria evidenciar una posible asociacién
de estos dos genes a la DG, particularmente para el SNP rs13266634 del gen
SLC30A8 que mostré una clara desviacion del equilibrio HW sugerente de una

posible asociacion (p=0.02).



INTRODUCCION

La diabetes gestacional (DG) se define como cualquier grado de intolerancia a la
glucosa de inicio o de primer reconocimiento durante el embarazo (ADA, 2004;
Jovanovic y Pettitt, 2001). La definicion se aplica sin importar si se utiliza insulina o
modificacién de la dieta como tratamiento o si la condicion persiste después del
embarazo y no se aplica a las mujeres embarazadas con diagnostico de diabetes
previo al embarazo (Metzger y Coustan, 1998; Jovanovic y Pettitt, 2001; ADA,
2004).

La prevalencia mundial de la DG varia entre 1 y 14% en distintas poblaciones, con
mas de 200,000 casos reportados anualmente (ADA, 2004). En México, la
prevalencia nacional es desconocida; sin embargo, en 1992 en la ciudad de
México se reportdo una prevalencia del 7% (Grupo de estudio sobre Diabetes
Mellitus, 1992) y en 1998 se reportd6 una cifra del 4.3% en 693 mujeres

embarazadas estudiadas en la ciudad de Monterrey (Forsbach et al, 1998).

Se ha documentado que un 61% de mujeres con DG desarrollaron intolerancia a
la glucosa o diabetes tipo 2 (DT2) una década después del parto. En este 61% de
mujeres se observo que 36% de ellas no tenian antecedentes de DT2 o DG en los
padres (McLellan et al, 1995).

La DG presenta herencia poligénica, es decir, en su etiologia participan distintos
genes de susceptibiidad ademas de factores ambientales. Antecedentes
familiares DT2 es considerado uno de los factores de riesgo mas importantes para
el desarrollo de la DG (Rodrigues et al, 1999; Savona et al, 2000).



ANTECEDENTES

Se han realizado diversos estudios con el fin de identificar los genes y las
variantes alélicas particulares que se relacionan con el desarrollo de esta entidad.
Algunos de los genes que se han estudiado son genes vinculados al riesgo para el
desarrollo de la DT2. Dentro de los genes que se han analizado se encuentran el
gen de la calpaina-10, el gen que codifica para el receptor 1 de sulfonilurea
(SUR1) (Gloyn et al, 2003) y los genes MODY que codifican para la enzima
glucocinasa (GCK) y los factores de transcripcion HNF1-a, e IPF-1.

En un estudio que incluyé 40 pacientes con DG de la ciudad de Viena, el 20% de
ellas presentaban el haplotipo 112/121 en el gen de la calpaina-10, mientras que
en los controles este haplotipo no se encontré (Leipold et al., 2004). En mujeres
inglesas con diabetes gestacional recurrente, hiperglucemia en el ayuno posparto
e historia familiar de diabetes tipo 2, se presentd0 una alta prevalencia de

mutaciones en el gen de la GCK (Ellard et al, 2000).

La evidencia de que existe una base genética para la DT2 se ha derivado a partir
de estudios de familias y gemelos en poblaciones de distinto origen étnico. La
identificacion de genes asociados con la patogénesis de las DT2 se ha realizado
por medio de estudios de asociacion caso-control para el analisis sistematico de
genes candidatos (Hitman y Sudagani, 2004), estrategias de ligamiento genético
para la exploracion del genoma completo y mas recientemente estudios de
asociacion genémica (Frayling, 2007). El escaneo del genoma en diferentes
grupos étnicos ha permitido identificar regiones cromosOmicas que contienen
genes de susceptibilidad para el desarrollo de DT2 tales como el gen de calpaina
10 (CAPN10), el gen del factor nuclear de hepatocitos 4 alfa (HNF-4a), el gen del
factor de transcripcion USF-1 factor (Hitman y Sudagani, 2004), o el gen que

codifica para el factor transcripcional TCF7L2 (Grant et al, 2006).



El factor nuclear de hepatocitos 4o (HNF-4a) es miembro de la superfamilia de
factores de transcripcion dependientes de ligando, juega un papel importante en el
desarrollo, la diferenciacion celular y el metabolismo del pancreas endocrino y es
requerido también para el funcionamiento normal del intestino, el higado y el rifién
(Yamagata et al, 1996). El gen HNF-4«a se ha relacionado a una forma
monogénica de la diabetes denominada MODY (maturity onset diabetes of the

young) caracterizada por una disminucién en la secrecién de la insulina.

Mutaciones en este gen y otros genes MODY (IPF-1, HNFla) ademéas de
asociarse a la diabetes MODY, se han relacionado con la susceptibilidad al
desarrollo de la DT2 de inicio tardio (Hani et al, 1999, MacFarlene et al, 1999). Por
otro lado se ha demostrado que mujeres con mutaciones en genes MODY tienden

a presentar un mayor riesgo para desarrollar DG (Shaat et al, 2006).

Actualmente existen numerosos estudios de ligamiento a la DT2 que muestran
evidencia de ligamiento a la regiéon cromosémica 20q12-13.1 donde se localiza el
gen HNF4¢, por lo que se ha evaluado la asociacion de diferentes polimorfismos
(SNP's) que se encuentran en la region promotora y codificante de HNF-4« con la
presencia de DT2 en diferentes poblaciones. En poblaciones finlandesa y judia se
demostrd una fuerte asociacion entre SNP's del gen y la DT2 (Muller et al., 2005)
mientras que en Indios Pima se observo que estas mismas variantes se asocian a
un riesgo disminuido para el desarrollo de la DT2. Sin embargo, en algunas
poblaciones caucasicas europeas y americanas como la Sueca y Canadienses asi
como en poblacién polaca no ha sido posible demostrar asociacion de este gen
con el riesgo a manifestar DT2 (Weedon et al, 2004; Vaxillaire et al, 2005;
Winckler et al, 2005).



Debido a los distintos resultados obtenidos en los estudios previos es necesario
evaluar el papel del gen HNF-4a en cuanto a su posible papel como alelo de

riesgo para el desarrollo de la DT2 y DG en pacientes mexicanos.

Con respecto a las variantes en el gen HNF-4a en poblacion mexicana,
recientemente se publicé un estudio de asociacién de dichas variantes con niveles
de lipidos séricos y el sindrome metabdlico (Weissglas-Volkov et al, 2006). Los
SNP's rs6031558, rs745975, rs3212198, rs2425640 se asociaron al riesgo de
presentar sindrome metabdlico por lo que resulta interesante estudiar su papel

como gen de susceptibilidad parala DT2 y la DG en la poblacion mexicana.

Por su parte, el gen que codifica para el factor de transcripcion TCF7L2 se
identifico inicialmente relacionado al riesgo para el desarrollo de DT2 en poblacién
de Islandia (Grant et al, 2006) y posteriormente se evidencié su papel como gen
de susceptibilidad para la DT2 en diversas poblaciones humanas aunque con un

riesgo variable.

En poblacion caucasica americana y danesa se demostré asociacion de las
variantes rs7903146 y rs12255372) con el riesgo a DT2 [OR= 1.5] (p= 4.7 X 10*%)
(Jukka et al, 2007). Estas mismas variantes se asociaron a la DT2 en poblacion
Inglesa, Amish, Finlandesa, Alemana e indu (Groves et al, 2006; Damcott et al,
2006; Scout et al, 2006; van Vliet-Ostaptchouk et al, 2007).

Sin embargo, a pesar de que este gen parece contribuir en el desarrollo de la DT2
en distintas poblaciones humanas, su papel sobre el riesgo parece ser variable
entre poblaciones de distinto origen étnico siendo mas importante su papel como
alelo de susceptibilidad para DT2 en poblaciones caucéasicas (Weedon et al,
2004).

En un estudio realizado por nuestro grupo de investigaciéon en mas de 800 sujetos

con DT2 de la poblacibn mestiza mexicana demostramos que la variante



rs7903146 se asocia significativamente al riesgo de DT2, particularmente en los
sujetos que con diagndstico antes de los 45 afios (OR= 2.14 p= 0.001 CI 1.43-3.2)
(Manuscrito enviado a revision), aun después del ajuste por mezcla étnica
realizado a través del andlisis de marcadores de ancestria validados previamente
para estudios de asociacibn caso-control en poblacion mestiza mexicana
(Villarreal-Molina et al, 2007). De acuerdo a estos antecedentes nos parece
importante valorar su papel como gen de susceptibilidad en pacientes con

diagndstico de DG de la poblacion mexicana.

El gen que codifica para el transportador de colesterol ABCAl se identifico
recientemente relacionado al riesgo para la DT2, la obesidad y el sindrome
metabolico en sujetos de la poblacion mexicana (Villarreal-Molina et al, 2007,
Villarreal-Molina et al, 2008). Este gen se localiza en el locus 9g31 y codifica para
una proteina transmembranal que regula el eflujo de lipidos de las células
periféricas a las lipoproteinas de alta densidad o HDL (Attie et al, 2001). Aunque la
funcién mas conocida de ABCAL se relaciona a la formacion de particulas HDL y
el eflujo del colesterol, esta proteina se expresa en distintos tejidos incluyendo el
lumen intestinal, la vesicula biliar, la célula p pancreatica y el adiposito (Brunham
et al, 2007).

En sujetos de la poblacion mexicana identificamos la variante R230C del gen
ABCALl asociada al riesgo de DT2, particularmente en sujetos con diagndstico
antes de los 45 afios (OR=3.77, p= 3.3 X 10®), HDL bajo (p=0005), obesidad
(p=0.004) y el sindrome metabdlico (OR=1.83 p=0.001) (Villarreal- Molina et al,
2007).

Debido a que esta variante se identific6 como la Unica responsable de la
asociacion para los distintos rasgos analizados, y que aparentemente es exclusiva

de poblaciones de origen amerindio como lo es la poblacién mestiza, resulta de



gran relevancia estudiar su papel como gen de susceptibilidad para el desarrollo
de DG en mujeres con y sin obesidad asociada.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han realizado diversos estudios con el fin de identificar los genes y las
variantes alélicas particulares que se relacionan con el desarrollo de la DG.
Algunos de los genes que se han estudiado son genes vinculados al riesgo para el

desarrollo de la DT2.

¢ Existen genes de susceptibilidad para el desarrollo de la diabetes gestacional en

la poblacion mexicana?



VI. a.-

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Estudiar KCNJ11, SLC30A8 y HHEX como posibles genes de susceptibilidad a la

diabetes gestacional en mujeres de mestizas-mexicanas.

VL. b.-

>

YV V VYV V

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Genotipificacion de distintos polimorfismos del gen HHEX en pacientes con
diabetes gestacional y controles.

Genotipificacion del polimorfismo rs5219 (E23K) del gen KCNJ11.
Genotipificaciéon del polimorfismo rs1111875 del gen HHEX.
Genaotipificacion del polimorfismo rs132663 (R325W) del gen SLC30AS8.
Andlisis del equilibrio de Hardy-Weinberg para cada polimorfismo en ambos
grupos.

Evaluar la posible asociacion de cada uno de los polimorfismos al desarrollo
de DG de manera individual.

Determinar la posible asociacion de estos polimorfismos a distintos rasgos
bioquimicos, metabdlicos o antropométricos como el indice de masa
corporal, la presion arterial o los niveles de lipidos en los distintos grupos de

estudio (casos y controles) de manera independiente.



MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio

El grupo de pacientes estard constituido por 500 mujeres mexicanas
diagnosticadas con DG, de acuerdo a los criterios de Carpenter y Coustan
(Carpenter y Coustan, 1982) [Tabla 1]. El grupo control estara compuesto por 500

mujeres con curva de tolerancia oral a la glucosa normal.

En todos los casos se obtendra el consentimiento informado.

En la hoja de recoleccion de datos del estudio (ver formato anexo) se recabaran
los datos de edad, indice de masa corporal, tipo de tratamiento para el control de
la hiperglucemia, complicaciones durante la gestacion y el parto, y la informacion

del producto como su peso, la presencia de malformaciones congénitas, 0 muerte

perinatal.

. Concentraciones de glucosa en plasma

Tiempo
mg/dL mmol/L

En ayuno 95 5.3

1 hora 180 10.0
2 horas 155 8.6
3 horas 140 7.8

Tabla 1. Diagnostico de DG después de una carga de 100 g de glucosa. La prueba

se realiza entre la semana 24-28 de la gestacion.



Procesamiento de las muestras biolégicas

El aislamiento del DNA se realizara por medio de lisis hipoténica de eritrocitos a
partir de sangre total, digestion con proteinasa K del botdn linfocitario, seguido por
extraccion fenol-cloroformo (Sambrook y cols., 1989). El DNA gendémico de cada

muestra se almacenaré a 4°C.

Genotipificaciéon de polimorfismos

Los polimorfismos seran genotipificados utilizando sondas Tagman disefiadas

para el analisis de cada uno de los polimorfismos propuestos.

Se tipificara adicionalmente en todas las muestras un panel 10 marcadores de
ancestria o AlIMs (ancestry informative markers) utilizados previamente para
ajustar por estratificacion poblacional en estudios de asociacion caso-control
realizados en poblacién mestiza mexicana (Villarreal-Molina et al, 2007; Villarreal-
Molina et al, 2008). Los genotipos se realizaran a través del ensayo KASPar por

la compaiiia KBiosciences.

Analisis estadistico de los resultados

Una vez que se realice la genotipificacion de los SNPs en las pacientes y
controles, se elaborara el registro de frecuencias alélicas y genotipicas de cada
uno de los SNPs estudiados. Se realizar4 entonces el analisis por grupo para

determinar si los genotipos se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para el andlisis de asociacion entre los distintos SNPs o haplotipos y la DG se
utilizara la prueba de X? y se calculara el OR (Odds Ratio o razén de momios) y el

intervalo de confianza. Se utilizard un analisis de regresion logistica para evaluar



posibles asociaciones entre genotipos y DG. Se utilizara la prueba de T student
para evaluar la influencia del genotipo sobre distintos rasgos metabdlicos. Para
estos andlisis se utilizar4 el paquete SSPSv10.0 y el programa ADMIXMAP para

ajustar por estratificacion poblacional.



RESULTADOS

Para los SNPs de los tres genes analizados no se observo desequilibrio HW en los
grupos de controles totales como en el grupo de controles sin antecedentes

heredofamiliares de DT2.

En el grupo de casos solo se observd desequilibrio de HW para el SNP
rs13266634 del gen SLC30A8.

Para el gen KCNJ11 la frecuencia del alelo de riesgo es mayor en el grupo de
controles al compararla con el grupo de casos. Considerando que entre el grupo
de mujeres control para DG un gran porcentaje de ellas presenta antecedentes
heredofamiliares de DT2, se evalud también la frecuencia del alelo de riesgo en el
grupo de mujeres control que no presentaban antecedentes heredofamiliares de
DT2. Como puede observarse en la tabla la frecuencia del alelo de riesgo en este
grupo es menor a la de los casos (0.342 vs 0.388) sin embargo esta diferencia no
alcanza significancia estadistica. Esto probablemente se deba a que el nimero de
mujeres control sin antecedentes heredofamiliares de DT2 es muy pequefio
(n=20).

El gen SLC30A8 muestra una tendencia similar donde la frecuencia del alelo de
riesgo es mayor en el grupo de mujeres control para DG con respecto al grupo de
casos. Sin embargo si se consideran Unicamente las mujeres sin antecedentes
heredofamiliares de DT2 la frecuencia del alelo de riesgo disminuye pero no
alcanza significancia al compararla con el grupo de casos particularmente por el
grupo reducido de mujeres incluidas en el grupo control sin antecedentes

heredofamiliares de DT2.

Para el gen HHEX se observa que la frecuencia del alelo de riesgo es menor en el
grupo de controles al compararla tanto con el grupo de casos totales como con el

grupo de mujeres control sin antecedentes heredofamiliares de DT2.



DISCUSION

La susceptibilidad genética tiene un papel primario en el desarrollo de la DG,
contribuyendo no sdélo al desarrollo de la enfermedad coronaria sino de otras
patologias asociadas tales como distintas dislipidemias, e hipertension arterial.

Factores ambientales como tabaquismo, dieta o inactividad fisica tienen un papel
modulador en la expresion. No es posible reconocer un patron de herencia
mendeliano que sugiera la participacion de un unico gen, por ende, se ha

propuesto como un padecimiento poligénico.

En el servicio de Medicina Materno Fetal la DG tiene una prevalencia de 0.51. Lo
cual quiere decir que 1 de cada dos pacientes que ingresa ésta unidad
desarrollara la enfermedad. Lo anterior debido a que al tratarse de una unidad de

referencia a nivel nacional, son pacientes con embarazo de alto riesgo.

La identificacion de genes de susceptibilidad para la DG nos permitira en un futuro
identificar pacientes con riesgo elevado para el desarrollo de esta enfermedad y
por tal podremos corregir los factores ambientales relacionados a la aparicion de
ésta, lo que impactara de manera importante en la disminucion de morbi-
mortalidad relacionada con éste padecimiento, no solo a nivel institucional sino a

nivel nacional.



CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos para los SNPs de los genes KCNJ11 y SLC30A8
sugieren que el incrementar el nUmero de mujeres control sin antecedentes
heredofamiliares de DT2 podria evidenciar una posible asociacion de estos
dos genes a la DG, particularmente para el SNP rs13266634 del gen
SLC30A8 que mostré una clara desviacion del equilibrio HW sugerente de
una posible asociacion (p=0.02).

2. Entre el grupo de controles para DG existe un gran porcentaje de mujeres
que refieren antecedentes familiares para DT2. Ademas estas mujeres
fueron captadas a través de instituciones de tercer nivel ya que fueron
referidas por presentar otra patologia que las catalogaba como embarazos
de alto riesgo. Es probable que estas dos circunstancias expliquen la

mayor frecuencia del alelo de riesgo para los tres genes analizados en este

grupo.

3. Para el SNP rs1111875 del gen HHEX la frecuencia del alelo de riesgo es
mayor en el grupo de mujeres control considerando aquéllas con y sin
antecedentes heredofamiliares de DT2, lo cual sugiere que el alelo se
comporta como protector. Sin embargo, considerando que este mismo alelo
se ha evidenciado como de riesgo en distintas poblaciones, incluyendo la
poblaciéon mexicana (manuscrito enviado a revision) es posible que el
resultado obtenido en el grupo de DG se deba a que este SNP no es el
directamente responsable del efecto sobre el riesgo ya que no se trata de
un SNP dentro de la region codificadora que resulte en un cambio de

aminoacido.
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ANEXOS

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de la muestra de DG.

Controles Casos
n=113 n= 241
Edad (afios) 30.4£7.3 34.9+54 *
Obesidad 12.5% 30.8% *
Presidn sistdlica (mmHg) 106.449.8 11254121 *
Factores Presidn diastolica (mmHg) 67.718.5 72.4+8.7 *
maternos Edad materna avanzada (>35 afios) 32.7% 57.3% *
Alta paridad (>3 gestas) 44.9% 57.1% *
Antecedentes de DT2 78.7% 83.3%
Antecedentes de DG 0% 7.3% *
DG previa 0% 11.1% *
Semana de gestacion 27.9+3.8 23.9+4 *
Glucosa en ayuno’ (mg/dL) 80.216.8 94.6+£12.5*
Datos Glucosa a 60” (mg/dL) 128.1+25.5 195.3+27.2 *
diagnosticos Glucosa a 120” (mg/dL) 114.1+18.2 176.1+27.2 *
Glucosa a 180’ (mg/dL) 98.1+16.8 140.5+27.3 *
Area bajo la curva 19883.6+2665.6 28796.2+3553.4 *
Datos Glucosa en ayuno’ (mg/dL) 95.9+6.7 103.3£31.2 *
postparto Glucosa a 120’ (mg/dL) 108.9+15.7 139.9+64 *
Semana de parto 38.1+2.2 37.1£2.1*
Factores Peso (gr) 2901.3+521 2899.1+604.1
producto Talla (cm) 48.8+2.8 48.6+3.9
Capurro 38.6+1.8 37.5+2.4*
Los datos se presentan como media + DS; o bien, porcentaje.
*Diferencias significativas de casos vs controles. P<0.05
Gen/SNP GRUPO HWE f alélica riesgo f genotipica
p 0 1 2
KCNJ11 Casos DG 0.886 0.388 83 108 33
rs5219 Controles DG 0.562 0.436 36 51 22
Controles s/AHF 0.322 0.342 7 11 1
SLC30A8 Casos DG 0.020 0.753 7 98 122
rs13266634 Controles DG 0.299 0.766 4 44 63
Controles s/AHF 0.550 0.725 2 7 11
HHEX Casos DG 0.669 0.354 96 100 30
rs1111875 Controles DG 0.334 0.445 36 49 24
Controles s’AHF 0.643 0.425 7 9 4
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