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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es un sindrome clinico caracterizado por deficiencia o
insensibilidad a la insulina y exposicion de los 6rganos a hiperglucemia cronica; es el
principal problema metabdlico que padece la poblacién mundial y la enfermedad que con
mayor frecuencia complica el embarazo. La diabetes gestacional (DG) es una alteracion en
el metabolismo de los carbohidratos que se manifiesta por hiperglucemia que se presenta
por primera vez durante el embarazo y que suele desaparecer después del parto y por ello se
considera un periodo de anormalidad condicionado por la gestacién. La interaccion entre
los factores ambientales y genéticos son los causantes del desarrollo de ésta enfermedad. En
América el nimero de personas con diabetes mellitus fue de 35 millones en el afio 2000 y
se espera que se incremente a 64 millones en el afio 2025. En México, se desconoce la
asociacion de diabetes preestablecida y el embarazo, aunque se sabe que tiene una relacion
directa con la frecuencia de diabetes mellitus tipo 2 en poblacién general que es de
alrededor del 10%, del total de estos pacientes una décima parte corresponde a diabetes
mellitus tipo 1. La incidencia de DG es de 0.4 a 0.5% en menores de 25 afios y de 4.3 a
5.55% en mayores a esa edad. Hasta un 8% de las mujeres que presentan DG en México

desarrollarda DM2 en los siguientes 10 afios.

Recientemente se han hecho varios estudios en los que se han identificados diversas
variantes genéticas implicadas en el desarrollo de DM2 por su efecto diabetdgeno. Dentro
de la fisiopatologia, los genes implicados actlan a través de diversas vias de sefializacion

que involucran la embriogénesis del pancreas, la funcion celular, el desarrollo de resistencia



a la insulina y la obesidad. Dentro de los genes mas estudiados se encuentran CDKAL1,
TCF2, IGF2BP2, SLC30A8, CDKN2A/B, HHEX, FTO, KCNQ1 y WSF1.

En este estudio se decide analizar 2 polimorfismos de los genes CDKALL vy el
TCF7L2 dado que en varios articulos encontraron una asociacion entre estos SNPs y la
presencia de Diabetes Gestacional, principalmente en poblacion China y Danesa. Debido a
que en Latinoamérica no se ha llevado a cabo ningin estudio relacionado, decidimos
realizar un estudio piloto involucrando estos mismos polimorfismos pero ahora en

poblacion mexicana.



1. INTRODUCCION

MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

La diabetes mellitus es un sindrome clinico caracterizado por deficiencia o
insensibilidad a la insulina y exposicion de los 6rganos a hiperglucemia cronica; es el
principal problema metabdlico que padece la poblacion mundial y la enfermedad que con
mayor frecuencia complica el embarazo. En Ameérica el nimero de personas con diabetes
mellitus fue de 35 millones en el afio de 2000 y se espera que se incremente a 64 millones
en el afio 2025. Para dicho afio el nimero de latinos afectados incrementara al 62%, que
representa 40 millones de personas. Este incremento se debe a mdltiples cambios en el
estilo de la vida moderna, tales como una diminucion en la actividad fisica y el predominio
de dietas hipercaloricas que llevan a la obesidad. (1)

La diabetes puede clasificarse como tipo 1 (insulino dependiente) con una
incidencia 0.5%, la tipo 2 (no insulino dependiente) 5%, mas comun en afrocaribefios e
inmigrantes asiaticos, y la gestacional con una incidencia de 3-6%, mas comudn en
caucasicos. La DG se subclasifica con la finalidad de valorar el riesgo posterior al
embarazo, existen 2 clasificaciones de las cuales una se basa en los valores de glucosa en

ayuno (Freinkel) y la otra que es pronostica (Priscilla White). (2) (tablas 1y 2).

TABLA1

CLASIFICACION FREINKEL

Clase Al Ayuno <105 mg/dl

Clase A2 Ayuno 105-130 mg/dl

Clase B Ayuno >130 mg/dl




TABLA 2

CLASIFICACION PRONOSTICA PRISCILLA WHITE

CLASE DURACION Y COMPLICACIONES

A Tratamiento con dieta Unicamente

B Inicio a los 20 afios 0 mas, duracién de menos de 10 afios

C Inicio a los 10-19 afios y duracion de 10 a 19 afios

D Inicio a los 10 afios 0 menos, duracion mayor a 20 afios

R Retinopatia proliferativa o hemorragia en vitreo

F Neuropatia con proteinuria diaria >500 mg

RF Criterio empleado en ambas clases ry f

H Evidencias clinicas de enfermedad cardiovascular arteriosclerética
T Trasplante renal previo

Mas de 8 millones de mujeres en Estados Unidos tienen diabetes mellitus previa al
embarazo y esta afecta al 1.5% de todos los embarazos. En Meéxico, se desconoce la
asociacion de diabetes preestablecida y el embarazo, aunque se sabe que tiene una relacion
directa con la frecuencia de diabetes mellitus tipo 2 en poblacién general que es de
alrededor del 10% ; del total de estos pacientes una décima parte corresponde a diabetes
mellitus tipo 1y la frecuencia de DG varia de 8 a 12%. (1,4)

La diabetes gestacional es una alteracion en el metabolismo de los carbohidratos
que se manifiesta por hiperglucemia que se presenta por primera vez durante el embarazo.

Por lo regular este trastorno desaparece despues del parto y por ello se considera un periodo




de anormalidad condicionado por la gestacion. El uso de la palabra gestacional indica que
la diabetes es inducida por el embarazo, quiza por cambios fisiologicos exagerados del
metabolismo de la glucosa. (4) (tabla 3)

Se ha encontrado que la prevalencia de intolerancia a la glucosa no diagnosticada en
mujeres sin embarazo entre los 20 y 40 afios de edad fue casi idéntica a la prevalencia de
diabetes gestacional; esto se debe a que en el embarazo aumenta la secrecion de insulina y
otras hormonas diabetdgenas para aumentar el metabolismo materno necesario para
favorecer la disposicion de los nutrientes que requiere el feto para su desarrollo. Por todo
esto es que se establece un estado de resistencia a la insulina que genera mayor produccion
de esta hormona para compensar dicha resistencia, siempre que exista suficiente reserva
funcional pancredtica. La alteracion en la tolerancia a la glucosa durante el embarazo es la
mejor prueba disponible como factor predictivo para el desarrollo de diabetes, sobre todo

en pacientes genéticamente propensas. (4,5)

TABLA 3

CARACTERISTICAS DE LA DIABETES GESTACIONAL

Afecta cerca del 7% del total de embarazos

Se inicia por primera vez durante la gestacion

Es un término epidemiol6gico

Puede repetirse en el siguiente embarazo

Entre 30 y 50 % de los casos experimentan diabetes tipo 2




ANTECEDENTES HISTORICOS

La primera descripcion reconocida de la Diabetes Gestacional aparecio en 1882,
aunque el primer caso se habia descrito en 1824 y se definié como cualquier grado de
intolerancia a los hidratos de carbono que se inicie o se detecte por primera vez durante el
embarazo (6). Los primeros criterios diagndsticos reconocidos o aceptados mundialmente
fueron los de Sullivan y Mahan de 1964 donde proponen una serie de pasos a seguir para
llegar al diagnostico de diabetes gestacional; en esta misma época se descubre que una de
las complicaciones o consecuencias de padecer esta enfermedad son las defunciones
perinatales, las cuales se presentan en su mayoria después de las 28 semanas de gestacion.
Previo al descubrimiento de la insulina era muy raro que un embarazo llegara a término
exitosamente en una mujer con diabetes gestacional. La mortalidad perinatal ha disminuido
abruptamente desde el uso de la insulina, sin embargo aun con el uso de ésta los abortos y
Obitos se siguen presentando pero se ha observado una disminucidn en la incidencia de los
mismos. Con el adecuado control prenatal, con las técnicas para medir bienestar fetal, el
control estricto de la glicemia, el ultrasonido, un parto inducido a tiempo Yy los avances en

los cuidados intensivos neonatales

la morbimortalidad perinatal ha disminuido

notablemente. (7,8) (figura 1)
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Figura 1. Tasa estimada de aborto en mujeres diabéticas entre 1920-2000.
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EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de la DG varia en proporcion directa con la prevalencia de diabetes
mellitus tipo 2 en cualquier poblacion o grupo étnico. La DG representa cerca del 95% de
todos los embarazos complicados con diabetes. En los Estados Unidos la DG afecta 6 a 8 %
de todos los embarazos, lo que representa 135,000 a 200,000 casos al afio. En México la
frecuencia varia desde 8 hasta 12%. (2)

Los estudios de diversos grupos étnicos han informado las siguientes cifras de
frecuencias: 0.4% en raza caucésica, 1.5% en raza negra, 3.5 a 7.3% en asiaticas y hasta
16% en nativas americanas. En nuestro medio se ha mencionado una frecuencia que varia
entre 4 y 11% de la poblacion obstétrica. Respecto a la edad de la madre se ha sefialado que
la incidencia es de 0.4 a 0.5% en menores de 25 afios y de 4.3 a 5.55% en mayores a esa
edad. Lo cierto es que la frecuencia de este trastorno se ha duplicado en la Gltima década,
en forma paralela a la llamada pandemia metabdlica que afecta a las sociedades modernas.
(6)

El grupo WHO Ad Hoc Diabetes desde 1992 hizo un estudio poblacional para
mostrar que existen diferencias marcadas en las tasas de diabetes e intolerancia a la
glucosa en las diferentes poblaciones, que varian desde niveles tan bajos como del 1% hasta
mayores del 10% (9).

King et al. (10), realiza una recopilacion de varias investigaciones donde encuentra
que existe una prevalencia especialmente alta de DG en las mujeres Zuni de la India
(14.3%), las mujeres chinas, las que viven en Melbourne pero nacieron en la India (13.8 %
y 15%, respectivamente), y las mujeres asiaticas en Illawara, Australia (11.9%). Hasta el
momento no podemos saber si estas etnias o si la situacion geografica realmente

representan verdaderas diferencias en cuanto a la prevalencia de DG, ya que la manera de



hacer el diagndstico, el tamizaje, incluso las cargas de glucosa orales e IV que se utilizan
son distintas en cada region. Por ejemplo, Dooley et a.l (11), demostro que la etnicidad asi
como la edad materna y el grado de obesidad se deben tomar en cuenta cuando se
comparen las prevalencias de DG en las distintas poblaciones; estudio el riesgo relativo
para DG y observé que esta era mayor en negros (1.81 con un IC del 95% 1.13, 2.89) y en
hispanos (2.45 con un IC del 95% 1.48,4.04) que en mujeres blancas. Con este estudio
traté de demostrar que la etnicidad y la situacién geografica también deben considerarse
como un factor de riesgo importante para esta enfermedad. Apoyando a todo esto en el
2002 Gunton (12) realiza nuevamente un estudio en que encuentra que las mujeres
asiaticas tienen un mayor riesgo de padecer la enfermedad que las blancas (31.7% y 14%,
respectivamente P=0.02) sin importar que las asiaticas mostraron en su mayoria indices de

masa corporal por bajos.

La National Health and Nutrition Examination Surveys (NHANES) hizo un
seguimiento de 16 afios (1984 al 2000) en estados unidos para obtener la prevalencia de
diabetes en general. Concluyeron su estudio reportando que el riesgo para padecer diabetes
al nacimiento es de 31.2 % para mujeres blancas no hispanas vs un 52.5% en las hispanas
comparado contra un 26.7% para hombres no hispanos blancos contra 45.5% hispanos (13).
La prevalencia global (mundial) en el afio 2000 es de 2.8 % lo que equivaldria a 171
millones y se proyecta que en el 2030 la prevalencia aumente a 4.4% o sea 366 millones de
personas; dicho incremento se debe principalmente a la nueva epidemia de obesidad que se
esta esparciendo por todo el mundo de manera exponencial, a la inactividad fisica, a la

urbanizacion y a la edad poblacional que cada ves tiende a la inversion piramidal (14-15).



Existen multiples factores de riesgo para la diabetes en general dentro de las cuales

destacan el sobre peso, la raza o etnia, asi como la historia familiar; para DG se

encuentran como principales factores de riesgo a la edad materna avanzada, el peso,

intolerancia a la insulina, la paridad, el antecedente de macrosomia en embarazo previo e

historia familiar de diabetes. (16) (tabla 4)

TABLA 4

FACTORES DE RIESGO PARA DIABETES GESTACIONAL

Factores maternos

Edad avanzada

Multiparidad

Peso antes del embarazo

Peso ganado durante el embarazo
IMC mayor de 27

Estatura baja

Alfa talasemia

Sindrome ovario poliquistico
Ingesta alta de grasa saturada

Historia familiar

Historia familiar de diabetes
Madre con diabetes gestacional

Antecedentes obstetricos

Malformaciones congénitas
Abortos y/0 6bitos
Macrosomias

Cesarea

DG previa

Factores del embarazo

Hipertension asociada al embarazo
Multigravidez
Reservas altas de hierro




FISIOPATOLOGIA

El embarazo normal se considera un estado diabetdgeno o de resistencia progresiva
al efecto de la insulina, dado los cambios en el patron de secrecion de ésta y a las
modificaciones en la sensibilidad a la accion de la misma. Durante el primer trimestre y las
etapas iniciales del segundo se eleva la sensibilidad a la insulina, lo que se atribuye a las
mayores concentraciones de estrogenos circulantes. Este fendmeno incrementa el deposito
de energia, sobre todo en el tejido adiposo, con expansion del mismo. A partir de las 24 a
28 semanas de gestacion aumenta paulatinamente la resistencia a la insulina, alcanzando los
niveles que se observan en paciente diabéticas tipo 2. Esta resistencia hormonal de la mujer
embarazada parece deberse a una combinacién de adiposidad materna y a los efectos
desensibilizadores de varias sustancias producidas por la placenta, lo que se evidencia por
el rapido abatimiento de la resistencia casi a las 24 horas posteriores al parto. (6)

Ademas de los cambios en la distribucion y volumen del tejido adiposo, aumenta
gradualmente la concentracion de nutrientes conforme progresa el embarazo, lo cual
contribuye al desarrollo del feto; en consecuencia, aumentan la glucosa, los aminoacidos,
los &cidos grasos, los triglicéridos y los oligoelementos. Las células B del pancreas elevan
la secrecion de insulina en un intento de compensar la resistencia a la insulina del
embarazo, lo que origina pequefios cambios en la concentracion de insulina en el curso de
la gestacion, comparados con los grandes cambios en la sensibilidad a la misma. El
musculo esquelético es el sitio principal para utilizar la glucosa corporal, y junto con el
tejido adiposo, empiezan a ser resistentes al efecto de la insulina, lo que es mas evidente
durante la segunda mitad del embarazo. Un embarazo normal se caracteriza por

aproximadamente un 50% de disminucién en la disponibilidad de glucosa mediada por



insulina. Barbour sefialan un incremento en la secrecion de insulina hasta de 200% para
tatar de mantener euglicémica a la madre. (6)

Una gran cantidad de sustancias producidas por la placenta y por los adipocitos (son
las que reprograman la fisiologia materna y causan este estado de resistencia a la insulina
para dirigir los nutrientes hacia el feto en desarrollo, sobre todo en la segunda mitad del

embarazo. (6) (tabla 5)

TABLAS

SUSTANCIAS IMPLICADAS EN LA RESISTENCIA
A LA INSULINA

e Lactdégeno placentario

e Hormona placentaria de crecimiento

e Prolactina

¢ Hormona liberadora de corticotropina-cortisol

e Insulinasa

e Factor de necrosis tumoral o

e Adipocitocinas (lectinas, resistina, visfatina,

adiponectina)

A) Hormonas con accién diabetdgena leve:
e Estrogeno — Cortisol libre
e Progesterona — Glicemia
e Prolactina — Insulinemia

e (Cortisol — Insulinemia



B) Hormonas con accion diabetdgena mayor, con accion post-receptor
e Lactogeno placentario
o 1 Lipélisis materna

o 1 Acciodn de resistencia periférica por alteracion transportador Glut 4 (17)

El lactogeno placentario se eleva hasta 30 veces durante la gestacion. Esta hormona
pertenece al grupo de la hormona de crecimiento, e incluso se la considera una hormona
contra insulinica. Otra hormona es la placentaria de crecimiento, que difiere de la hormona
hipofisiaria en solo 13 aminoacidos; esta hormona se eleva entre 6 y 8 veces durante la
gestacion y parece que reemplaza la hormona de crecimiento hipofisiaria en la circulacion
materna alrededor de la semana 20 de gestacion y contribuye a aumentar el grado de
resistencia a la insulina. Evidencias recientes han mostrado que esta Ultima hormona
incrementa la formacion de la subunidad P85 a la subunidad PI-3K (fosfatidil inositol 3
cinasa). Las adiponectinas y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-c) producidas por la
placenta y por los adipocitos son sustancias activas que también contribuyen a la
resistencia a la insulina en la embarazada. En los obesos hay una correlacion positiva entre
el TNF-a y el indice de masa corporal (IMC) con la hiperinsulinemia. El TNF-a impide la
sefial de la insulina al aumentar la fosforilacion de residuos de serina-treonina del IRS-1
(sustrato del receptor de insulina-1) e impedir la fosforilacion de tirosina tanto en la
subunidad B del mismo receptor de insulina, como del IRS-1. Una de las primeras
sustancias implicadas en las modificaciones en la fisiologia de la insulina en el embarazo,

fue la enzima placentaria que aumenta la degradacion de la hormona a este nivel. (6)



Existen otras enzimas que degradan a otras hormonas, como la vasopresinasa que en
algunas mujeres tiene actividad méas intensa en degradar a la vasopresina, o que podria
inducir diabetes insipida gestacional, o bien la 11 B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo I,
que degrada a algunos esteroides naturales e impide su paso hacia el feto. Por estos motivos
debemos considerar que la insulinasa debe participar en la mayor degradacién de la

insulina materna. (18)

En el embarazo normal se reduce hasta 40% el transporte de glucosa mediada por
insulina en los tejidos periféricos y aun mas en la diabetes mellitus gestacional (65%), en
comparacion con mujeres obesas no embarazadas. Normalmente, al fijarse a su receptor la
insulina activa a la subunidad b del mismo, la que adquiere actividad de tirosincinasa.
Posteriormente se activa el IRS-1, lo cual causa la activacién de la PIP-3K, lo que al final
permite la movilizacion de los transportadores de glucosa (GLUT-4) hacia la membrana

celular, permitiendo la entrada de la glucosa a la célula para su metabolismo. (6,18)

Al igual que en el musculo esquelético, el GLUT-4 esta disminuido en el tejido
adiposo de las mujeres embarazadas, y es ain menor en la diabetes gestacional; ademas,
esta alterada la translocacion de estos transportadores. Los cambios moleculares en el
adipocito durante el embarazo muestran reduccién en la transcripcion del PPARg, receptor
nuclear que regular la transcripcion de varios genes centrales en el metabolismo del
adipocito (adiponectina, lipoprotein lipasa, la proteina P-2 fijadora de &cidos grasos
intracelulares y la proteina no acoplada a mitocondria). La adiponectina plasmatica se

encuentra disminuida en mujeres con DG; se considera un sensibilizador de insulina, al



actuar sobre una enzima clave en la regulacion energética celular, la AMP cinasa, por lo
que estimula la captacion de glucosa en el muasculo esquelético y disminuye la

neoglucogénesis hepatica. (6) (figura 2)
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Figura 2. Cambios celulares que contribuyen a la resistencia a la insulina. El exceso de citosinas y de
nutrientes, asi como la baja de adiponectina modifican la formacion de factores de transcripcion y alteran la
fosforilacion del receptor de insulina y del IRS-1, que son répidamente degradados; al final disminuye la

movilizacién de GLUT-4 a la membrana.



DIAGNOSTICO

Seria ideal que las pacientes fueran examinadas antes de la concepcién, ya que
algunas podrian no estar enteradas que padecen diabetes mellitus. La mayoria de los autores
realiza una prueba de escrutinio con 50 g de glucosa oral entre las semanas 24 y 28 de la
gestacion. Una cifra de 140 mg/dl a la hora de la toma identifica al 80% de las mujeres con
DG o bien 130 mg/dl a la hora, identifican al 90%. Sin embargo, a pesar de tener la mayor
sensibilidad (79%) y especificidad (87%) de todas las pruebas de escrutinio disponibles,
ésta se reserva para pacientes con alto riesgo para padecer la enfermedad, mas que para la
poblacion general. Anteriormente se consideraba como prueba ideal de diagndstico a la
curva de tolerancia oral a la glucosa con ingesta de 100 g y toma a las 3 horas; sin embargo,
con esta prueba se obtiene una reproducibilidad s6lo en 78% de los casos. Jovanovic ha
demostrado en un estudio piloto que la monitorizacion continua de glucosa es mejor que las
determinaciones al azar. Con este método se mide la glucosa cada 57, y se realizan 288
determinaciones por dia. En total, se realizan un promedio de 750 muestras en 72horas y
de esta manera se trata de establecer la cifra de glucosa durante la segunda mitad de la

gestacion. (6,8) (tabla 6)



TABLA 6

ESTUDIO JOVANOVIC: GLUCOSA NORMAL CON MONITORIZACION CONTINUA

Glucosa promedio 83+18 mg/dl
Ayuno 7512
Preprandial 78+11
Postprandial 110£16
1hr 105+13
2 hr 97+11
3hr 84+14
Glucosa nocturna 68+10

En mujeres no diabéticas el maximo valor postprandial se obtiene aproximadamente
a los 70+13", con cifras de glucemia de 110+6 mg/dl, a diferencia de las mujeres con DG,
en quienes la cifra maxima de glucosa postprandial ocurre aproximadamente a los 90°sin
variaciones en las 3 comidas habituales. Asimismo, con esta técnica se ha demostrado
hipoglucemias, la cual es asintomatica hasta en 60% de las mujeres tratadas con insulina y
en 28% de las tratadas con glibenclamida. (6)

La asesoria prenatal es uno de los aspectos mas importantes que debemos considerar
en el manejo de mujeres con diabetes pregestacional. Un adecuado control glucémico y
niveles bajos de hemoglobina glucosilada Alc (HbAlc) disminuyen los riesgos de
anormalidades congénitas en los fetos, asi como el riesgo de preeclampsia. CEMACH
(Confidential Equiry into Maternal and Child Health) recomiendan que toda mujer con

diabetes deberia tener acceso a servicio médico capacitado previo a la concepcién




independientemente de la clase social y escolaridad. Como minimo la asesoria deberia
incluir:
1. Consejeria sobre dieta y estilo de vida
2. Suspender tabaquismo
3. Suplementacion con acido fdlico a dosis altas
4. Asesoria'y manejo de las complicaciones propias de
la diabetes
5. Establecer metas en los niveles de glucosa e instruir
sobre el auto monitoreo con glucémetro, para
asegurar un mejor control
6. Discusion de los riesgos y estrategias planteadas

durante el embarazo (3)

El gold satandard para diagnostico de DG es la curva de tolerancia a la glucosa de
3 horas con 100 gr glucosa. Esta prueba fue creada originalmente para diagnosticar la
Diabetes tipo 2. Cuando fue utilizada por primera vez en mujeres embarazadas se esperaba
que pudiera distinguir aquellas susceptibles de contraer DM2 en la vida adulta y poder asi
iniciar tratamiento oportunamente. No fue creada para prevenir complicaciones durante el
embarazo. Las condiciones de esta prueba son muy estrictas: los 3 dias previos a la prueba
se debe tener una ingesta maxima de 150 gr de carbohidratos por dia y entre 8 y 14 horas de
ayuno, solo se permite la ingesta de agua. El tabaquismo esta prohibido las 12 hrs previas al
examen. Antes de la primera medicion de glucosa en ayuno la paciente tendrd que reposar
30 minutos. Después de la primera toma, se le da a beber 100 gr glucosa, la cual debe

ingerirse maximo en 5 minutos. Las mediciones séricas de glucosa se tomaran a la hora, 2 y



3 horas posteriores a la toma. Durante la prueba esta prohibido caminar y fumar. Después
de la dltima muestra de sangre, la paciente tendrd que comer algo para prevenir la
hipoglucemia de rebote. Los valores de corte originales fueron los propuestos por
O’Sullivan y Mahan en sangre venosa. Hoy en dias las mediciones se hacen
preferentemente en el plasma. Existen actualmente varios autores que han propuesto
distintos puntos de corte, “Carpenter y Coustan” (C&C), “National Diabetes Data Group”
(NDDG), “American Diabetes Asociation” (ADA) y los de “American College of
Obstetricians and Gynecologists” (ACOG). En México actualmente los mas utilizados son

los de la ADA y ACOG modificados en 1997 y los de C&C en 1982. (19,20) (tabla 7)

TABLA7

CRITERIOS DIAGNOSTICOS PARA DIABETES GESTACIONAL

Carga Ayuno 1 hora 2 horas 3 horas
glucosa
C&C 100g 95 mg/dI 180 mg/dI 155 mg/dI 140 mg/dI
NDDG 100g 105 mg/dl 190 mg/dl 165 mg/dl 145 mg/dl
O’SULLIVAN Y 100 g 90 mg/dl 165 mg/dl 145 mg/dl 125 mg/dl
MAHAN
OoMS 754 126 mg/dI 140 mg/dI
ADAY ACOG 100g 95 mg/dI 180 mg/dI 160 mg/dI



http://www.acog.org/
http://www.acog.org/

GENETICA

La diabetes mellitus tipo I, tipo 1l y la gestacional son consideradas enfermedades

multifactoriales; se han asociado polimorfismos, deleciones, inserciones y microsatélites

(short tandem repeats) con la diabetes gestacional. Existe evidencia suficiente de la DG se

hereda, ya que mujeres con historia familiar de diabetes tiene un riesgo alto para diabetes

gestacional independientemente si es de origen materno o paterno. Ademas tanto la

deficiencia de insulina como la resistencia a la misma, lo cual es el principal

desencadenante de la Diabetes, también se hereda con una sensibilidad de 0.53 -0.55 (16).

La recurrencia en embarazos posteriores pese a las modificaciones en la dieta apoya el

concepto de componentes genéticos en la enfermedad. (21)

La figura 3 muestra las representaciones esquematicas de una estrategia para buscar

genes predisponentes para DG.
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Figura 3. Representacidén esquematica para encontrar la predisposicidn genética para diabestes gestacional.
Los genes candidatos se seleccionan de estudios de ligamiento (ej, genome-wide scans), estudios de
asociacion gendémica (ej, SNPs), estudios funcionales (ej, la via de secrecién y sefializacion de insulina), perfil
de expresion (Microarreglos de cDNA) y modelos animales (ej, Leprdb/+ mice). Los estudios de asociacién
se realizan mediante variantes (en su mayoria SNPs) en los genes candidatos. La frecuencia alélica de estos
SNPs se compara entre mujeres con diabetes gestacional y controles de embarazas sanas para conocer si la
variante estd asociada a diabetes gestacional. (Modificada de Shaat N, Groop L. Genetics of Gestational

Diabetes Mellitus. Cur Med Chem 2007;14:569-583).

Diversidad genética humana

La mayoria de las tasas mutacionales estimadas describen la deteccion de
mutaciones deletéreas con efecto obvio sobre el fenotipo. Muchas mutaciones, sin embargo
no son deletéreas si no se piensa son selectivamente neutrales; incluso algunas pueden ser
benéficas. Durante el curso de la evolucion la adquisicion de nuevas variantes nucleotidicas

han asegurado un alto grado de diversidad individual y genética. (22)

Concepto de polimorfismo genético

La secuencia de DNA de la misma regién de un cromosoma son muy similares entre
los cromosomas de los diferentes individuos de todo el mundo. De hecho un segmento
escogido al azar del DNA humana de cerca de 1000 pares de bases en longitud contiene en
promedio s6lo una base que varia entre los dos cromosomas homélogos heredado de ambos
padres. Cuando una variante es tan comun que es encontrada en mas del 1% de los

cromosomas en la poblacién general, la variante constituye algo que se conoce como un



polimorfismo genético. En contraste alelos con frecuencias de menos del 1% son por
convencidn llamados variantes raras. Muchas variantes pueden no tener un efecto deletéreo,
mientras otras variantes como los polimorfismos pueden predisponer a enfermedades. (22)

Hay muchos tipos de polimorfismos. Algunos son debidos a variantes que consisten
de deleciones, duplicaciones, triplicaciones y asi de cientos a millones de pares de bases.
Un polimorfismo puede también cambiar en una o pocas bases en el DNA localizado entre
genes o dentro de intrones. Los cambios de secuencias también pueden ser localizados
dentro de las regiones codificantes de los genes, resultando en diferentes variantes
proteicas. Otros se localizan en regiones regulatorias y también pueden ser importantes en
la determinacion del fenotipo al afectar la transcripcion o estabilidad del RNAm. (22)

Los polimorfismos son elementos claves en la investigacion y practica de la
genética. Por ejemplo marcadores genéticos son de enorme importancia como herramienta
para el mapeo de un gen en una region particular de un cromosoma por un estudio que se
conoce como analisis de ligamiento. Otra utilidad de los polimorfismos esta basado en un
esfuerzo para proveer la medicina personalizada basada en gendmica en la cual se trata de
ver si individuos portadores de una variante polimdérfica incrementan o disminuyen el
riesgo para enfermedades comunes en el adulto. Tales como enfermedades cardiacas,

cancer y diabetes. (22)

Polimorfismos de nucleotidos simples (SNPs)
El mas comin y simple de todos los polimorfismos es el polimorfismo de un
nucleotido simple. Los SNPs usualmente tienen solo dos alelos que corresponden a las dos

diferentes bases que ocupan una localizacion particular en el genoma. Los SNPs son



comunes y ocurren en promedio una vez cada mil pares de bases, lo cual significa que hay
en promedio 3 millones de diferencias entre 2 genomas humanos. (21,22)

Identificar la causa genética de la DG nos dara eventualmente una mejor vision de los
mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad, ademéas de que incrementara las opciones
para prevenir la aparicion de complicaciones tanto en la madre como en el feto. A
continuacién se enlistan algunos de los genes que ya se han estudiado implicados a la

diabetes gestacional. (22)

= HLA-DQ (DQ2(DQA1*0501-DQB1*0201) y DQ8(DQA1*0301-DQB1*0302)) 0
combinacién von alelos de HLA-DR (23,24)

= INS (insulina) (25-27)

= KCNJ11 (canal de potasio, subfamilia J, miembro 11) (28)

= SUR1 o ABCCS8 (receptor de sulfonilurea 1) (29,30)

= CAPNI10 (calpaina-10) (31,32)

= ADRBS3 (receptor B3-adrenérgico) (33)

= ENPP1 (Ectonucleétido pirofosfatasa/fosfodiesterasa 1) (34, 35)

= INSR (receptor de insulina) (36-38)

= IGF2 (factor de crecimiento similar a la insulina 2 (39)

= |RS1 (receptor de insulina substrato 1) (39)

=  SLC2A4 (Familia cargador de solutos 2(transportador facilitado por glucosa,
miembro 4) (40)

= ADIPOQ (adiponectina) (41)

= LEP (leptina) (42)

= PBEFL1 ( Factor 1 de la colonica pre B celular) (43)



= MBL2 (lectina 2 de unién a la manosa) (44)

= |IL (interleucina) (45)

= HFE (hemocromatosis) (46)

= MODY (maturity onset diabetes of the Young) (47)

= HNF1A (factor 1 alfa hepatocito nuclear) (48)

» TCF7L2 (factor de transcripcion 7 como 2) (49)

= |PF1 (factor 1 promotor insulina) (50)

= mtDNA (mitochondrial DNA) (49)

= CDKAL1 (kinasa dependiente de kinasa 5 asociado a la subunidad de la proteina 1

como 1) (50)

SNPs asociados a diabetes gestacional en nuestro estudio

La mayor parte de los estudios en buasqueda de polimorfismos como factores de
riesgo para DG se han llevado a cabo en Dinamarca y China donde la incidencia de dicha
enfermedad es muy baja en comparacion con México. Varios estudios proveen evidencia de
que la DG es una enfermedad poligénica. En Dinamarca se hizo un estudio en el 2007 a 283
mujeres embarazadas con DG a las cuales les estudiaron 11 polimorfismos distintos
asociados en estudios previos a DM2 y se observo que de éstos 10 presentaron una
asociacion estadisticamente significativa como factores de riesgo para DG, todos con una
OR por arriba de 1, con un IC 95%; los polimorfismos rs7903146/TCF7L2 y el
rs7756992/CDKAL1 presentaron el mayor riesgo con una OR 1.45, P=0.00013 y OR 1.22
con P=0.04 respectivamente con un IC 95%. Se concluyé que mientras mas polimorfismos
de los estudiados en el estudio presente una paciente mayor sera el riesgo de padecer

diabetes gestacional. (51)



En otro estudio realizado en China se estudiaron 2029 mujeres embarazadas con
diabetes gestacional, se analizaron 9 SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido) y se
encontrd 8 polimorfismos asociados a la enfermedad y de éstos nuevamente el gen
CDKAL1 estuvo implicado y con el OR maés significativo de 1.27 con una P=0.0006 pero

ahora con un polimorfismo distinto rs10946398. (52)



JUSTIFICACION

Estudios genéticos y epidemioldgicos sugieren que existe una asociacion entre la
diabetes gestacional y la diabetes mellitus tipo 2. Ambas son enfermedades multifactoriales
que se caracterizan por disfuncion de las células beta y resistencia a la insulina.
Recientemente, algunos estudios han evidenciado que algunos polimorfismos de un solo
nucledtido (SNPs) en algunos genes podrian ser factores de riesgo en las poblaciones
estudiadas. En México y en Latinoamérica no se han realizado estudios similares a éstos;
por lo tanto, éste seria el primer estudio que incluya a los polimorfismos como factores de
riesgo directos para diabetes gestacional en nuestra poblacién. México al igual que otros
paises latinoamericanos tienen una gran incidencia de diabetes gestacional, esto debido a
los malos hébitos higiénico-dietéticos de la poblacion, el alto indice de obesidad, la
incidencia de sindrome metabolico, la multiparidad y la edad mayor de 35 afios, por lo que
no seria inapropiado pensar que deba existir un componente genético poblacional o racial

que pueda estar influyendo también en la susceptibilidad para contraer la enfermedad.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
¢Cuales son las frecuencias alélicas en pacientes embarazadas con diabetes gestacional y
pacientes embarazadas sin diabetes gestacional para los SNPs rs7903146 y rs7756992 de
los genes TCF7L2 y CDKALL1 respectivamente, en pacientes del Servicio de Perinatologia
del Hospital General de México entre el 1° de noviembre de 2010 y el 30 de junio de 2011?
¢Cual es la asociacion de cada uno de los SNPs rs7903146 y rs7756992 de los genes
TCF7L2 y CDKAL1 respectivamente, en pacientes con Diabetes Gestacional comparado
con embarazadas sin Diabetes Gestacional del Servicio de Ginecologia y Obstetricia del

Hospital General de México entre el 1° de noviembre de 2010 y el 30 de junio de 2011?



OBJETIVOS

e Identificar las frecuencias alélicas de los SNPs rs7903146 y rs7756992 de los genes
TCF7L2 y CDKAL1 respectivamente, en pacientes embarazadas con diabetes
gestacional y pacientes embarazadas sin diabetes gestacional del Servicio de

Embarazo de Alto Riesgo del Hospital General de México.

e Determinar los SNPs rs7903146/rs7756992 de los genes TCF7L2 y CDKAL1 como
factores de riesgo asociados a diabetes gestacional en el Servicio de Embarazo de

Alto Riesgo del Hospital General de México.

HIPOTESIS

Las frecuencias alélicas para los SNPs rs7903146 y rs7756992 de los genes
TCF7L2 y CDKALL respectivamente, serdn mayores en pacientes embarazadas con
diabetes gestacional que en aquellas pacientes embarazadas sin diabetes gestacional en el

Servicio de Embarazo de Alto Riesgo en el Hospital General de México.



2. MATERIAL Y METODOS

Tipo y disefio de estudio
e Se va a llevar a cabo un estudio piloto para determinar la presencia de los

polimorfismos asi como su posible asociacion con la diabetes gestacional

Seleccion de la muestra
e Muestreo
Se realizara un muestreo aleatorio simple sobre los registros de la libreta de un afio
calendario a la fecha de inicio, éstas seran numeradas de acuerdo a su apellido y
posteriormente sorteadas con un programa estadistico para la obtencion aleatoria de

30 casos y 30 no casos.

e Tamafio de muestra
Con la finalidad de obtener representatividad se utilizard& un muestreo aleatorio
simple con 30 seleccionadas enfermas y 30 que no presentaron diabetes gestacional.
Al ser un muestreo aleatorio esperamos que represente al universo de donde

provienen, basdndonos en el teorema de limite central.

Criterios inclusién

e Pacientes con diabetes gestacional



o Mujeres embarazadas con diagnéstico de diabetes gestacional, utilizando
para el diagnostico una prueba tamiz positiva (>180 mg/dl) o una CTOG
utilizando los criterios de O"Sullivan (2 o + valores alterados).

o Mujeres embarazadas de 20 a 35 afios de edad.

o Mujeres embarazadas que no hayan presentado diabetes gestacional en algin
embarazo previo o que hayan tenido un producto macrosémico (> 4000 g).

o Mujeres embarazadas que tengan un indice de masa corporal entre 20 y 30

previo al embarazo

e Mujeres embarazadas controles
o Mujeres embarazadas con prueba de Tamiz negativa y/o CTOG normal
o Mujeres embarazadas de 20 a 35 afios de edad.
o Mujeres embarazadas que no hayan presentado diabetes gestacional en algin
embarazo previo o que hayan tenido un producto macrosémico (> 4000 g).
o Mujeres embarazadas que tengan un indice de masa corporal entre 20 y 30

previo al embarazo

Criterios de exclusion
o Toda mujer embarazada que tenga alguna enfermedad cronica degenerativa previa
al embarazo o que la haya desarrollado durante el mismo.
o Antecedente de preeclampsia
o Obesas (IMC >30)
o Padres o hermanos con Diabetes Mellitus tipo 1 0 2

o Presentar datos clinicos de resistencia a la insulina (acantosis nigricans)



Criterios de eliminacion
o Pacientes y controles a los cuales se extravie, se termine o la calidad del DNA sea

defectuoso y no sea posible tomar una muestra nuevamente.

Definicion de las variables a evaluar y forma de medirlas
Variables de interés
o Polimorfismo de nucleétido simple

Definicién conceptual: polimorfismo en la secuencia de DNA que consiste en la variacion

de una sola bhase.

Definicién operacional: determinar los SNPs rs7903146/rs7756992 de los genes TCF7L2 y

CDKAL1 mediante el uso de secuenciacién nucleotidica directa.

Escala de la variable: cualitativa nominal

a. Heterocigota

b. Homocigota



METODOLOGIA

EXTRACCION DE DNA GENOMICO A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

Previo consentimiento informado, se extraeran 2 ml de sangre por puncion venosa
en cada sujeto a partir de la cual se aislara el DNA gendémico mediante el kit QUICKGENE
DNA WHOLE BLOOD (DB-S, FujiFilm Co.) Se colocardn 30 ul de solucién EDB
(proteasa) en un microtubo eppendorf de 1.5 ml. Posteriormente se agregaran 250 ul de
sangre total (se recomienda el uso de sangre total colectada en EDTA-2Na 0 EDTA-2K) y
250 ml de solucion LDB (buffer de lisis). Inmediatamente se mezcla el tubo 5 veces
invirtiendolo de arriba hacia abajo, se agita con vdrtex a maxima velocidad durante 15
segundos Yy se centrifuga durante unos segundos. La muestra se incubara a 56°C durante 2
minutos y posteriormente se agregaran 250ul de etanol al 99%. Se repite la agitacion con
vortex durante 15 segundos y la muestra se centrifuga unos segundos.

Dentro de los siguientes 30 minutos se realiza el aislamiento de DNA. Se transferira
el lisado dentro del “cartucho” del sistema automatico de aislamiento de acidos nucleicos
QuickGene-810 (se transfiere todo el contenido del microtubos en el cartucho) y se procede
a la extraccion automatizada. EI DNA genomico obtenido se resuspendera en un volumen
aproximado de 200ul. Se almacenard la muestra a una temperatura de -20°C hasta su

utilizacion.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION Y PUREZA DEL DNA OBTENIDO
Se determinara la concentracion y pureza del DNA extraido por medio de un

andlisis de absorbancia de la muestra a 260/280 nm de longitud de onda en un



espectrofotometro. La relacion 260/280 permitira evaluar la pureza de la muestra,
considerando que la lectura a 280 nm corresponde a la fraccion proteica. Se consideraran
adecuadas para andlisis las relaciones entre 1.6 y 2. Ademas, se realizaran electroforesis en
geles de agarosa de cada muestra de DNA obtenida para verificar que no exista degradacion
de este acido nucleico. La concentracion de DNA obtenida se determinaré por la lectura a

260 nm considerando obtener concentraciones promedio de 50 ng/ul.

AMPLIFICACION POR PCR DE LOS GENES TCF7L2 Y CDKAL1

Se realizard analisis molecular (amplificacion por PCR y secuenciacion
nucleotidica automatizada) de los SNPs rs7903146/rs7756992 de los genes TCF7L2 y
CDKALL, respectivamente. Se efectuara la amplificacién por PCR de cada una secuencias
nucleotidicas colindantes a los SNPs a partir del DNA de las pacientes afectadas con la
enfermedad y de las pacientes control, utilizando pares de oligonucleétidos derivados de la

misma secuencia.

Cada reaccién de amplificacion de PCR tendra un volumen final de 15 ul que
contendra 7.5 ul de HotStarTag DNA polimerasa (compuesta por 10xPCR buffer que
contiene 25mM MgCl2, 10mM de cada dNTP y 2.5 unidades de HotStarTag DNA
polimerasa), de 50-100 ngs de DNA gendmico (volumen variable), 1mM del
oligonucleodtido correspondiente (sentido y antisentido) (tabla 8) y agua bidestilada c.b.p.
(volumen variable). Se utilizard un programa de temperaturas que incluye 1 ciclo de 15
min a 95°C para la desnaturalizacion inicial, 35 ciclos con 1 min de desnaturalizacion a

95°C, 1 min de alineamiento a temperaturas especificas para cada par de oligonucleotidos y



1 min a 72°C para la extension. Por Gltimo, se realizara 1 ciclo a 72°C por 10 min para la

extension final.

TABLA 8

PRIMEROS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO

Tm Pb
Polimorfismo Direccion Oligonucledtidos (Temperature | (pares
Melting) de
base)
Forward GTGCATTGCTACAATGCATAGC 55.8
rs7756992/CDKAL1 202
Reverse TCCATAATCCCCTCTTGAAG 52.5
Forward GCAGATGTGATGAGATCTCTG 55.8
rs7903146/TCF7L2 253
Reverse CCCCTCTAACCTTTTCCTAG 54.6

Los productos obtenidos de la amplificacidn se separaron mediante electroforesis en
geles de agarosa al 1.2% con tincién de bromuro de etidio para identificar las bandas
especificas con el producto amplificado, utilizando como referencia un marcador estandar
de peso molecular de 100 pb. Se reconoceran las bandas de interés y se escindiran del gel
para la purificacion del producto de DNA amplificado utilizando el método de purificacion

por columna (Promega) o el método de unién a silica (Qiagen).

La concentracion del DNA amplificado obtenido de la purificacion se determinara
por medio de la comparacion de la intensidad de las bandas obtenidas con respecto a un
marcador de masa estandar (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) en un gel de agarosa al

1.2% tefido con bromuro de etidio.




SECUENCIACION AUTOMATIZADA DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Se realizaran nuevas reacciones de PCR para la secuenciacion nucleotidica de cada
uno de los SNPs rs7903146/rs7756992 de los genes TCF7L2 y CDKAL1. Cada reaccion de
10 pl contendrd 2 ul de BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems)
que contiene los cuatro dideoxinucleotidos trifosfatados (ddNTPs) marcados por
fluorescencia, deoxionucleotidos trifosfatados (dNTPs) no marcados, Tris-HCI (Ph 9.0),
MgCl, y la enzima ampliTaq polimerasa; se agregara ademas 1 ul del oligonucleétido
correspondiente a una concentracion de 10 uM, 10-20 ngs del DNA de cada producto de
PCR como templado y agua bidestilada para un volumen final de 10 ul. Para esta reaccion
de PCR se utilizard un programa de 25 ciclos que incluyen 30 segundos a 97°C para la
desnaturalizacion, 15 seg a 50°C para el alineamiento y 4 min a 60°C para la extension.

Los productos de esta segunda amplificacién de PCR se purificardn por medio de
columnas Centri-Sep (Applied Biosystems) para eliminar el exceso de oligonucleétido y de
ddNTPs fluorescentes. Cada muestra se resuspendera en 20 ul de formamida y
posteriormente se desnaturalizard a 95°C por 5 min. Los productos se analizaran por
electroforesis capilar en un secuenciador automatico ABI Prism 310 y las secuencias de
DNA obtenidas en pacientes enfermas se compararan con las secuencias silvestres de los
SNPs ya mencionados de los genes TCF7L2 y CDKALZ1, con el propdsito de determinar las

frecuencias alélicas de ambos SPNs.



ANALISIS DE LOS RESULTADOS

ANALISIS ESTADISTICO

El analisis descriptivo se realizard con las frecuencias de las variables
sociodemogréaficas de las pacientes y para el componente inferencial se realizara una
determinacion de proporciones en pacientes sin diabetes gestacional en donde se presentaran
los polimorfismos y una proporcion para las pacientes con diabetes gestacional. Se va a

utilizar una prueba de X? y se obtendra una razén de momios para determinar causalidad.



ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

Este protocolo de estudio se apega a las normas establecidas por el Comité Cientifico y
de Etica del Hospital General de México, asi como las del Instituto de Oftalmologia “Conde de
Valenciana”, nacionales e internacionales. Se realizara, registrara y reportara en cumplimiento
de los principios de las buenas précticas clinicas (BPC). El consentimiento informado y su
proceso deberan cumplir con leyes y regulaciones aplicables en México, D.F. los pacientes
deberan otorgar su consentimiento para los estudios de DNA mediante la firma de una Carta de
Informacion y Consentimiento el cual cumple con lo establecido por la Ley General de Salud
en sus capitulos 21y 22. (anexo 2)

De acuerdo a la ley general de salud en su titulo segundo , capitulo 17 apartado segundo,
nuestro estudio se considera una investigacion con riesgo minimo; estudios que emplean el
riesgo de datos a través de procedimientos comunes en examenes fisicos o piscoldgicos de
diagndsticos o tratamientos rutinarios, entre los que se consideran: Pesar al sujeto, pruebas de
agudeza auditiva, electrocardiograma, termografia, coleccion de excretas y secreciones
externas, obtencion de placenta durante el parto, coleccion de liquido amnidtico al romperse las
membranas, obtencion de saliva, dientes deciduales y dientes permanentes, placa dental y
calculos removidos por procedimientos profilacticos no invasores, corte de pelo y ufias sin
causar desfiguracion, extraccion de sangre por puncién venosa en adultos en buen estado de
salud, con frecuencia maxima de dos veces a la semana y volumen maximo de 40 ml pro
semana, ejercicio moderado en voluntarios sanos, pruebas psicoldgicas a individuos o grupos
en lo que no se manipulard la conducta del sujeto, investigacion con medicamentos de uso
comun amplio margen terapéutico, autorizados para su venta, empleando las indicaciones, dosis
y vias de administracion establecidas y que no sean los medicamentos de investigacion que se

definen en el articulo 65 de este reglamento, entre otros.



RELEVANCIAY EXPECTATIVAS

El presente estudio aportara nuevo conocimiento en México sobre posibles factores
de riesgo genéticos para la presentacion de DG.

La determinacion de nuevos posibles factores de riesgo permitira al hospital dar una
atencion mas integral asi como una vigilancia mas estrecha en las pacientes embarazadas de
manera oportuna.

Y finalmente lo méas importante es que permitira ofrecer a la paciente una atencion

integral que considere datos objetivos de riesgo genético.



3. RESULTADOS

Todos los pacientes identificados desde noviembre de 2010 hasta junio de 2011 (32
pacientes con diabetes gestacional) que accedieron a ser estudiados en nuestro protocolo se
les realizd una historia clinico-obstétrica completa. Posteriormente fueron examinadas en el
Departamento de Embarazo de Alto Riesgo donde cumplieron con todos los criterios de
inclusion establecidos en el protocolo (mujeres embarazadas con diagnéstico de diabetes
gestacional, utilizando para el diagnéstico una prueba tamiz positiva >180 mg/dl o una
CTOG utilizando los criterios de O’Sullivan [2 0 mas valores alterados]; mujeres
embarazadas de 20 a 35 afios de edad; mujeres embarazadas que no hayan presentado
diabetes gestacional en algun embarazo previo o que hayan tenido un producto
macrosomico (> 4000 g) y; mujeres embarazadas que tengan un indice de masa corporal
entre 20 y 30 previo al embarazo.

Se identificaron como controles (30 embarazadas sin DG) aquellas con un embarazo
normal con las siguientes caracteristicas: mujeres embarazadas con prueba de Tamiz
negativa y/o CTOG normal; mujeres embarazadas de 20 a 35 afios de edad, mujeres
embarazadas que no hayan presentado diabetes gestacional en algiin embarazo previo o que
hayan tenido un producto macrosémico (> 4000 g) y; mujeres embarazadas que tengan un
indice de masa corporal entre 20 y 30 previo al embarazo. Todos los controles fueron
valorados y examinados en el Servicio de Obstetricia.

Después de haber firmado voluntariamente el consentimiento informado, a las
pacientes y controles se les realizd una puncion venosa para tomar una muestra de sangre.
A partir de ésta se extrajo el DNA, el cual se cuantifico (utilizando un espectrofotometro) y

congelo a -80°C hasta su utilizacion en los estudios genético-moleculares.



Se elimind del estudio, 1 control para cada polimorfismo dado que se coaguld la
muestra de sangre periférica. De los SNPs rs7756992/CDKALL y rs7903146/TCF7L2 se
incluyeron 29 y 32 pacientes, respectivamente; no fue posible completar la totalidad de las
pacientes para el primer polimorfismo dado que hubo problemas con el procesamiento de

las muestras posterior a la extraccion del DNA (ver tabla 9).

NORMALIZACION DE LA METODOLOGIA

Se tomd muestra de sangre periférica, se extrajo y cuantific6 DNA genémico a 32
pacientes con diagnostico de diabetes gestacional y a 29 pacientes embarazadas sin criterios
para diabetes gestacional (controles). Se realizd normalizacion de la metodologia en dos
pacientes (paciente 1 y 2). Inicialmente, se amplificaron cada uno de los polimorfismos
(rs7756992/CDKAL1 y rs7903146/TCF7L2) utilizando la reaccion en cadena de la
polimerasa. A continuacion, cada producto de PCR fue analizado en un gel de agarosa al
1.5% donde se corroboré la amplificacion adecuada de los fragmentos génicos.
Posteriormente, se purificaron los fragmentos de la PCR y se realiz6 una segunda PCR
utilizando nucle6tidos modificados (Big Dye terminator). Finalmente, los productos de
esta nueva reaccion fueron purificados y se procedié a la secuenciacion nucleotidica
automatizada.

Una vez que se logro la normalizacion de las técnicas, a las 30 restantes muestras de
las pacientes con diabetes gestacional y a las 27 muestras de las controles se les realizo la

misma metodologia.



ESTUDIOS MOLECULARES

GELES DE AGAROSA

Por cuestiones de extension de la tesis, se muestran Unicamente los geles de agarosa
realizados para los polimorfismos de rs7756992/CDKALL y rs7903146/TCF7L2 en los

pacientes con diabetes gestacional 1y 2
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Figura 4. Gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio. Se observan las bandas de amplificacién de
los productos de PCR correspondientes a los polimorfismos rs7756992/CDKAL1 (columnas 2 y 3) y
rs7903146/TCF7L2 (columnas 4 y 5) en los pacientes 1 y 2 con diabetes gestacional Los ndmeros arriba de
cada banda representan la longitud en pares de bases de cada amplificado. La descripcion debajo de las
bandas de amplificacion correspondes al polimorfismo y al paciente. La primero y dltima columna
corresponde al marcador de longitud estandar (escalera), donde cada amplificado corresponde a 100 pares de
bases (pb).



ANALISIS DE SECUENCIACION NUCLEOTIDICA DE LOS POLIMORFISMOS

rs7756992/CDKAL1 y rs7903146/TCF7L2 EN PACIENTES CON DIABESTES

GESTACIONAL Y MUJERES EMBARAZADAS SIN DIABETES GESTACIONAL

(CONTROLES)

Por cuestiones de extension del protocolo Unicamente se muestran un

ejemplo de cada unos de los polimorfismos de rs7756992/CDKALL vy

rs7903146/TCF7L2.

rs7756992/CDKAL1 (A/G)

Polimorfismo en estado homocigoto A/A

S GTTTTGNATT AT TT(C((LCTGIAT]I!AGTTTT’AYCIACAG1 TATGT AGCAATGAGC TC
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Figura 5. Secuencia nucleotidica parcial del amplificado donde se encuentra el polimorfismo
rs7756992/CDKAL1 en DNA de la paciente 3 con diabetes gestacional. La flecha negra indica en sitio donde
se encuentra el polimorfismo. En cuadro rojo encierra un polimorfismo del nucle6tido A en estado

homocigoto.



Polimorfismo heterocigoto A/G

TGNCTCNCTTTGNTTTTGMTTAT TTCC CCCTGT TTTTAGTTTT@TCT ACAGTTATGT AGCAATGAGC
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Figura 6. Secuencia nucleotidica parcial del amplificado donde se encuentra el polimorfismo

rs7756992/CDKAL1 en DNA de la paciente 7 con diabetes gestacional. Las flechas negras indican los sitios
donde se encuentran los polimorfismos heterocigotos (A y G). En cuadro rojo encierra un polimorfismo del
nucledtido “N” en estado heterocigoto, lo que corresponde a que los alelos paterno y materno son distintos en

la misma persona (para ese nucle6tido).

Polimorfismo en estado homocigoto G/G

ITTTT GNA TTA T TTCCCCCCTGTAT TTTAGTT 'Tg GATCTACAGT TATGTAGCAA TG AC
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Figura 7. Secuencia nucleotidica parcial del amplificado donde se encuentra el polimorfismo
rs7756992/CDKAL1 en DNA de la paciente 11 con diabetes gestacional. La flecha negra indica en sitio donde
se encuentra el polimorfismo. El cuadro rojo encierra un polimorfismo del nucledtido G en estado

homocigoto.



rs7903146 (C/T)

Polimorfismo en estado homocigoto C/C
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Figura 8. Secuencia nucleotidica parcial del amplificado donde se encuentra el polimorfismo
rs7903146/TCF7L2 en DNA de la paciente 1 con diabetes gestacional. La flecha negra indica el sitio donde se

encuentra el polimorfismo. En cuadro rojo encierra un polimorfismo del nucleétido C en estado homocigoto.

Polimorfismo en estado heterocigoto C/T

T T 7T T T AGATA C T ATATAA
L= D

Figura 9. Secuencia nucleotidica parcial del amplificado donde se encuentra el polimorfismo
rs7903146/TCF7L2 en DNA de la paciente control 2 embarazada sin diabetes gestacional. Las flechas negras
indican los sitios donde se encuentran los polimorfismos heterocigotos (C y T), lo que corresponde a un

heterocigoto donde los alelos paterno y materno son distintos en la misma persona (para ese nucledtido).



TABLA9

DISTRIBUCION DE ALELOS EN PACIENTES CON DG Y CONTROLES PARA
LOS POLIMORFISMOS RS7903146/TCF7L2 Y RS7756992/CDKAL1

DG Control
SNP p OR (95%CI)
rs 7756992/ N=29 N=29
CDKAL1 n (%) n (%)
Alelo
A 39 (67.24) 40 (68.96) 0.84 0.92 (0.42 -2.02)
G 19 (33.76) 18 (31.04) 0.84 1.08 (0.50 -2.36)
Genotipo
AA 12 (41.38) 13 (44.83) 0.79 0.87 (0.31 — 2.46)
AG 15 (51.72) 14 (48.28) 0.79 1.15 (0.41-3.22)
GG 2(6.9) 2(6.9) 0.99 1(0.13-7.62)
rs 7903146/
TCFIL2 N=32 N=29
Alelo n(%) n(%)
C 53 (82.81) 51 (87.93) 0.5266 0.72 (0.25-2.0)
T 11 (17.18) 7 (12.06) 0.5266 1.39 (0.50-3.89)
Genotipo
cc 23 (71.87) 22 (75.86) 0.89 0.89 (0.28-2.84)
CT 7 (21.87) 7 (24.13) 0.72 0.8 (0.24-2.66)
TT 2 (6.25) 0(0.0) 0.19 3.53(0.15-81.84)

Se analizaron un total de 29 pacientes y 29 controles para el polimorfismo rs
7756992/CDKAL ; 32 pacientes y 29 controles del SNP rs 7903146/TCF7L2.

Polimorfismo rs 7756992/CDKAL
Frecuencias alélicas
o Alelo A: Pacientes 39/58 (67.24%), controles 40/58 (68.96%), OR de 0.92 (IC
0.42-2.02) y p 0.84.




o Alelo G: Pacientes 19/58 (33.76%), controles 18/58 (31.04%), OR de 1.08 (1C0.50-
2.36) y p 0.84.

Genotipos
o Homocigoto AA: Pacientes 12/29 (41.38%), controles 13/29 (44.83%), OR de 0.79

(IC 0.31-2.46) y p 0.84.

o Heterocigoto AG: Pacientes 15/29 (51.72%), controles14/29 (48.28%), OR de 1.15
(IC0.41-3.22) y p 0.84.

o Homocigoto GG: Pacientes2/29 (6.9%), controles 2/29 (6.9%), OR 1 (IC 0.13-7.62)
y p 0.99.

Polimorfismo rs 7903146/TCF7L2
Frecuencias alélicas
o Alelo C: Pacientes 53/64 (82.81%), controles 51/58 (87.93%), OR de 0.72 (IC
0.25-2) y p 0.52.
o Alelo T: Pacientes 11/64 (17.18%), controles 7/58 (12.06%), OR de 1.39 (IC 0.50-
3.89) y p 0.52.

Genotipos
o Homocigoto CC: Pacientes 23/32 (71.87%), controles 22/29 (75.86%), OR de 0.89

(IC 0.28-2.84) y p 0.89.

o Heterocigoto CT: Pacientes 7/32 (21.87%), controles7/29 (24.13%), OR de 0.8 (IC
0.24-2.66) y p 0.72.

o Homocigoto TT: Pacientes 2/32 (6.25%), controles 0/29 (0%), OR 3.53 (IC 0.15-
81.84) y p 0.19.



4. DISCUSION

La diabetes mellitus es un sindrome clinico caracterizado por deficiencia o
insensibilidad a la insulina y exposicion de los 6rganos a hiperglucemia cronica; es el
principal problema metabdlico que padece la poblacion mundial y la enfermedad que con
mayor frecuencia complica el embarazo. La interaccion entre los factores ambientales y
genéticos son los causantes del desarrollo de ésta enfermedad. En América el numero de
personas con diabetes mellitus fue de 35 millones en el afio 2000 y se espera que se
incremente a 64 millones en el afio 2025. En México, se desconoce la asociacion de
diabetes preestablecida y el embarazo, aunque se sabe que tiene una relacion directa con la
frecuencia de diabetes mellitus tipo 2 en poblacion general que es de alrededor del 10%, del
total de estos pacientes una décima parte corresponde a diabetes mellitus tipo 1. La
diabetes gestacional es una alteracion en el metabolismo de los carbohidratos que se
manifiesta por hiperglucemia que se presenta por primera vez durante el embarazo y que
suele desaparecer después del parto y por ello se considera un periodo de anormalidad
condicionado por la gestacion. La incidencia de DG es de 0.4 a 0.5% en menores de 25
afios y de 4.3 a 5.55% en mayores a esa edad. Hasta un 8% de las mujeres que presentan
DG en México desarrollara DM2 en los siguientes 10 afios. (16)

La diabetes mellitus tipo I, tipo Il y la gestacional son consideradas enfermedades
multifactoriales; se han asociado polimorfismos, deleciones, inserciones y microsatélites
(short tandem repeats) con la diabetes gestacional. Existe evidencia suficiente de que la
DG se hereda, ya que mujeres con historia familiar de diabetes tiene un riesgo alto para
diabetes gestacional independientemente si es de origen materno o paterno. Ademas tanto

la deficiencia de insulina como la resistencia a la misma, lo cual es el principal



desencadenante de la Diabetes, también se hereda con una sensibilidad de 0.53 -0.55 (16).
La recurrencia en embarazos posteriores pese a las modificaciones en la dieta apoya el
concepto de componentes genéticos en la enfermedad. (19)

El incremento en la incidencia de ésta enfermedad ha ocasionado que se realicen
investigaciones méas profundas sobre la patogénesis de la DG, explorando las vias de
sefializacion involucradas en la misma. Recientemente varias regiones del genoma han sido
identificadas exitosamente y se han asociado a DM2, obesidad y resistencia a la insulina.
(53 y54)

En diversos estudios sobre la disfuncion de las células 3 pancreéaticas algunos genes
como KCNJ11, WFS1, CDKAL1, SLC30A8, HHEX/IDE, CDKN2A/B y IGF2BP han sido
asociados como factores de riesgo en las vias de sefializacion de la patogénesis de la
Diabetes Mellitus tipo 2. (55 y 56)

La asociacion mas fuerte que se ha encontrado con DM2 son las variantes del gen
TCF7L2 (rs7903146 y rs12255372), mismas que se asocian también con DG. (57 y 58)

En un estudio realizado en China se estudiaron 2029 mujeres embarazadas con
diabetes gestacional, se analizaron 9 SNPs y se encontré 8 polimorfismos asociados a la
enfermedad y de éstos nuevamente el gen CDKALL estuvo implicado y con el OR de 1.27
con una P=0.0006 pero ahora con un polimorfismo distinto rs10946398. (52) Dentro de los
estudios que se han hecho para buscar asociacion génica con DG, la mayoria reporta una
asociacion estadisticamente significativa en los SNPs del gen TCF7L2. (59) En Dinamarca
se hizo otro estudio en el 2007 a 283 ahora en mujeres embarazadas con DG a las cuales les
estudiaron 11 polimorfismos distintos asociados en estudios previos a DM2 y se observo

que de éstos 10 presentaron una asociacion estadisticamente significativa como factores de



riesgo para DG, todos con una OR por arriba de 1 pero con ICgs amplios superiores e
inferiores a 1; solamente los polimorfismos rs7903146/TCF7L2 y rs7756992/CDKAL1
presentaron el mayor riesgo con una OR 1.45, p=0.00013 y OR 1.22 con p=0.04,
respectivamente (con 1Cgs también superiores a 1). Se concluy6 que estos dos
polimorfismos eran factores de riesgo en esta poblacion. Debido a que la Diabetes
Gestacional suele progresar a DM2, la mayoria de los estudios que buscan la frecuencia de
SNPS en pacientes con DG, utilizan los polimorfismos que se se asocian a DM2. Dentro
de éstos, los mas comunmente encontrados (PPARG, KCNJ11l, TCF7L2, CDKAL1,
SLC30A8, CDKN2A/2B, HHEX/IDE, IGF2BP2, TCF2, WFS1, and FTO) tanto en pacientes
con DG como las que desarrollaron DM2 posteriormente. (59)

Nosotros en este estudio piloto analizamos 2 polimorfismos de los genes CDKALL y
el TCF7L2 dada su alta frecuencia en la DM2 y por lo reportado en los estudios realizados
en China y Dinamarca previamente mencionados (51 y 52). Dado que en Latinoamérica no
se ha llevado a cabo ningun estudio de este tipo, decidimos realizar este protocolo con
estos mismos SNPs pero ahora en poblacién mexicana, pensando en que por ser México
una poblacion con una incidencia tan alta de DM2, podria encontrarse también una
asociacion.

En el estudio del polimorfismo rs7756992/CDKALL1 se incluyeron 29 pacientes con
DG y 29 embarazadas sin enfermedad. Para el alelo A se encontré una frecuencia de 0.6724
y 0.6896 en casos y controles respectivamente, con una OR de 0.92; aunque estas
frecuencias son muy similares, la OR interpreta que las mujeres que presenten el alelo A
tienen un 8% menos posibilidades de tener DG que aquellas que no lo tienen. En cuanto
al alelo G se obtuvo una frecuencia de 0.3376 para casos y 0.3104 en controles en

respectivamente, con una OR de 1.08, lo que significa que hay 0.08 més posibilidades de



que las mujeres presenten DG cuando tienen el alelo G. 12 casos y 13 controles fueron
homocigotas AA, se obtuvo una OR de 0.87, por lo que este genotipo indica también menor
posibilidad de adquirir la enfermedad también en un 8%. El genotipo AG lo presentaron 15
pacientes y 14 controles con una frecuencia de 0.4138 para el primer grupo y 0.4483 en el
segundo, con una OR de 1.15; Udnicamente 4 pacientes, 2 casos y 2 controles fueron
homocigotas para GG con frecuencias de 0.069 ambas, con un OR de 1, lo que significa
que no existe ninguna diferencia entre ambos grupos para este genotipo.

Para el analisis del SNP rs7903146/TCF7L2 se incluyeron 32 mujeres con DG y 29
embarazadas sin DG. El alelo C tuvo una frecuencia de 0.8281 en los casos y de 0.8704 en
los controles con un OR de 0.72. El alelo T presenté una frecuencia de 0.1718 contra
0.1296 en los controles, con una OR de 1.39. 23 casos y 20 controles fueron homocigotos
para CC con una frecuencia de 0.7187 y 0.7407 respectivamente, con una OR 0.89. Para el
genotipo heterocigoto CT se obtuvieron frecuencias de 0.2187 en grupo DG y 0.2593 para
el grupo sano con una OR 0.80. En el caso de los homocigotos TT se encontré una
diferencia significativa con una frecuencia en el grupo de casos de 0.0625 y en los controles
0.0 con una OR 3.53, lo que nos sugiere que las mujeres con genotipo TT tienen 2.53
posibilidades mas de desarrollar DG que las que no lo tienen.

Cabe mencionar que al tratarse de un estudio piloto donde la poblacion de estudio
es minima, el valor de “p” y el intervalo de confianza (ICgs9) SOn elevados y amplios,

respectivamente; lo que pareciera no ser significativo estadisticamente.



5. CONCLUSIONES

Un estudio que concluya que un efecto es “no significativo estadisticamente” puede
haber comentido un error tipo 2 (especialmente si tiene poco tamafio de muestra y, por
tanto, le falta potencia) y en realidad existiria el efecto a pesar de la rotundidad de la
expresion “no significativo estadisticamente”. Aunque una asociacion o una diferencia
sean muy pequefias en cuanto a su magnitud absoluta, siempre que se disponga de gran
tamafio muestral, dicha asociacion o diferencia podria ser estadisticamente significativa.
Nuestro estudio preliminar muestra una aparente no significancia y podriamos atrevernos a
decir que no se rechaza la hipétesis nula y no hay diferencias entre las pacientes
embarazadas y no embarazadas; sin embargo, creemos que el polimorfismo
rs7903146/TCF7L2 en su variante TT al mostrar el OR ya descrito podria tener
significancia estadistica al aumentar la muestra y por lo tanto la potencia y precision del

estudio. Sugerimos y es conveniente continuar el estudio de este SNP.



6. ANEXOS

Anexo 1
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Anexo 2

Carta de consentimiento informado

Yo , declaro libremente que acepto participar

de manera voluntaria en el estudio titulado “Asociacién de los polimorfismos rs7903146/TCF7L2 y rs
7756992/CDKALI1 en pacientes mexicanas con Diabetes Gestacional del Hospital General de México”,
que se llevara a cabo en el Hospital General de México y que estara bajo la responsabilidad del Dr. Fausto
Coronel Cruz y la Dra. Mariella Granillo Alvarez. Se me ha explicado que se requiere de la toma de una
muestra de 2 mililitros de sangre venosa y que esta toma no representa ningln riesgo para mi salud mas que la
posible formacion de un pequefio moretdn en el area de la puncién. Se me ha asegurado que el material
genético que se extraiga de mi muestra de sangre se utilizara exclusivamente para investigar las alteraciones
genéticas que participaron en el desarrollo de mi enfermedad. También me ha sido sefialado que en este
trabajo de investigacion intervendran dos hospitales diferentes, siendo el Hospital General de México el
responsable del estudio y el Instituto Oftalmoldgico Conde de Valenciana el responsable de brindar insumos,
material y apoyo metodoldgico para la realizacién del estudio genético, y que puedo retirarme de este
protocolo en el momento en que yo lo desee y que esta decision no afectara la calidad de la atencién que
recibo por parte del personal del Hospital General de México. Finalmente manifiesto que se me han
respondido satisfactoriamente todas mis dudas y que los médicos responsables han sefialado su compromiso

de aclarar las que pudieran surgir eventualmente.

Atentamente, Nombre y firma
México, D.F., a de de201_ .
Direccion y teléfono

Investigador responsable: Dr. Fausto Moisés Coronel Cruz
Teléfono: 5527892000 ext. 1080

Investigador principal: Dra. Mariella Granillo Alvarez
Teléfono: 044 5527154975

Presidente de la Comisidn de Investigacion: Dr. Luis Molina Fernandez de Lara
Teléfono: 5527892000 ext. 1368

Servicio de Genética del Instituto O. Conde de Valenciana
Teléfono: 5554421700 ext. 3212

Testigo 1 Nombre y firma
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